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Referat

Synovial- und Leiomyosarkome sind zwei der haufigsten malignen Weichteiltumoren.
In den letzten zwei Jahrzehnten konnte durch Weiterentwicklungen in der
Sarkomchirurgie, den adjuvanten Therapieverfahren durch Chemotherapie und
Bestrahlung eine Verbesserung der Uberlebensraten erzielt werden. Trotz alledem sind
die Langzeitprognosen erkrankter Patienten weiterhin schlecht. Haufig erleiden die
Patienten in den ersten Jahren Lokalrezidive beziehungsweise entwickeln im
Krankheitsverlauf Fernmetastasen, welche einen negativen Einfluss auf das
Langzeitiiberleben haben. In diesem Zusammenhang ist es unerlasslich, molekulare
Prognosefaktoren zu identifizieren und zu untersuchen, um genauere Vorhersagen im
Rahmen der Grunderkrankung zu treffen. Prognosefaktoren erlauben es, den
Krankheitsverlauf statistisch vorherzusagen. Sie werden meist zum Zeitpunkt der
Diagnose oder dem Behandlungsbeginn bestimmt. Dadurch konnen spezielle
Behandlungsstrategien sowie Therapieverfahren bei entsprechender Prognose
weiterentwickelt werden. Unter diesen Faktoren sind die Proteine Survivin (Swv),
Carboanhydrase 9 (CA9) und Osteopontin (OPN) interessante Vertreter der Gruppe
der molekularen Biomarker, welche auch in Weichteiltumoren eine wichtige Rolle
spielen.

In dieser Arbeit wurden Synovial- und Leiomyosarkome immunhistochemisch
untersucht. Dafiir stand ein Tumorkollektiv von 26 Synovial- und 24 Leiomyosarkomen
zur Verfigung. Die Farbungen wurden fir die entsprechenden Proteine Survivin, CA9
und OPN durch die Avidin — Biotin — Methode angefertigt und mittels immunoreaktiven
Score nach Remmele und Stegner ausgewertet. Die statistische Auswertung erfolgte
durch die multivariate Cox — Regressionsanalyse.

In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, Survivin als unabhangigen prognostischen
Faktor in Synovial- und Leiomyosarkomen zu identifizieren. Weiterhin konnte eine
signifikante Assoziation zwischen der Proteinexpression fir CA9 und OPN und dem
tumor-assoziierten Uberleben fir Synovialsarkome aufgezeigt werden. Diese
Ergebnisse verdeutlichen die Wichtigkeit der Identifizierung von Biomarkern im
Rahmen der prognostischen Aussagekraft, um gezielte Entscheidungen hinsichtlich

der Behandlungsstrategien zu treffen.

Heidenreich, Chris: Immunhistochemische Untersuchungen zu Prognosefaktoren flr
Patienten mit Synovial- und Leiomyosarkomen. Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss.
78 Seiten, 2014
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Klassifizierung von malignen Weichteiltumoren

Als Weichteiltumoren kénnen alle Tumoren des nichtepithelialen und extraskelettalen
Gewebes, exklusive des retikuloendothelialen Systems, der Glia und des
Stitzgewebes der parenchymatdosen Organe zusammengefasst werden [1]. Man
unterscheidet zwischen benignen und malignen Weichteiltumoren. Der Unterschied
zwischen beiden Gruppen besteht grundsatzlich im Wachstumsmuster bzw.
Wachstumsverhalten und der Féhigkeit der Metastasierung.

Maligne Weichteiltumoren oder Weichteilsarkome sind lokal verdrangend wachsende
Tumoren, mit der Fahigkeit zu rezidivieren bzw. Fernmetastasen zu bilden [1]. Es sind
seltene Tumoren mesenchymalen Ursprungs und die Haufigkeit wird in der Literatur
mit ca. 1% aller malignen Tumoren des Erwachsenenalters angegeben. Die jahrliche
Inzidenz liegt weltweit bei 1-2 pro 100000 Einwohner. So wurden z.B. 2006 ca. 9500
Neuerkrankungen in Amerika registriert [2]. Sie kdnnen prinzipiell in jedem Alter
auftreten. Es sind ca. 15% der Betroffenen jinger als 15 Jahre und ca. 40% alter als 55
Jahre [1]. Manner erkranken haufiger als Frauen. Bisher wurden (ber 20
Sarkomentitaten mit ca. 150 Subtypen beschrieben [3]. Laut Enzinger und Weiss sind
die Lokalisationshaufigkeiten wie folgt verteilt: Extremitaten mit ca. 40%, gefolgt vom
Retroperitoneum / Intraabdominal / Visceral (einschlie3lich GIST) mit ca. 50% und dem
Korperstamm / Kopf / Hals mit ca. 10% (M. D. Anderson Cancer Center Sarcoma
Database von 1996 — 2006) [1].

Die Pathogenese von Weichteilsarkomen ist sehr vielschichtig und noch nicht
vollstandig erforscht bzw. verstanden. Zu den am héaufigsten diskutierten
Entstehungsursachen zéhlen chemische Faktoren (z.B. Asbest, Phenoxyessigsaure,
Dioxin, Chlorphenol, Vinylchlorid), Erbkrankheiten (z.B. Neurofiboromatose Typ |,
tuberbse Sklerose, Li-Fraumeni-Syndrom, Gardner Syndrom), immunologische
Defekte, Viruserkrankungen (z.B. Humaner Herpesvirus 8, Epstein-Barr Virus),
Traumata und die Strahlenexposition [1, 3]. Auf molekularer Ebene wurden
verschiedene Alterationen bzw. Mutationstypen nachgewiesen, wie z.B. fur das
Tumorsuppressorgen p53 und dem Protoonkogen MDM2, welche auch eng mit der

Prognose verknlpft sind [4, 5, 6].
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Diagnostik, Therapie und Prognose

Die Weichteilsarkome weisen meist ein relativ beschwerdearmes Wachstum auf. Die
meisten Patienten prasentieren sich mit einem schmerzlosen Tumor der Extremitaten,
wobei aber auch ca. 1/3 der Patienten Uber Schmerzen berichten konnen. Eine
Fehlinterpretation des Befundes im Sinne eines z.B. Lipoms oder posttraumatischen
Hamatoms fuhrt haufig zur Verzégerung der Diagnose. Retroperitoneale Sarkome
werden aufgrund ihrer Ausdehnungsmaglichkeit ebenfalls sehr spat diagnostiziert. Eine
B-Symptomatik bzw. Paraneoplasie kommt sehr selten vor und tritt meist erst im
fortgeschrittenen Krankheitsverlauf auf. In ca. 20% der Falle lassen sich zum
Diagnosezeitpunkt Fernmetastasen detektieren [1]. Weichteilsarkome besitzen
entsprechend den verschiedenen Entitdten eine relative Resistenz gegentiber Radio-
und Chemotherapie [7].

Bei Verdacht eines Weichteilsarkoms sollte die bildgebende Diagnostik (lokale
Ausbreitungsdiagnostik) vor der standardmafRigen Biopsie erfolgen. Als
Standardbildgebung steht die Magnetresonanztomografie (MRT) zur Verfugung.
Weitere Verfahren sind Sonografie, konventionelles Roéntgen sowie die
Computertomografie (CT) und ggf. die Positronen-Emissions-Tomographie - CT. Als
Biopsieverfahren haben sich die Inzisions-, die Feinnadelaspirations- und die
Stanzbiopsie etabliert [8].

Beim Nachweis eines Weichteilsarkoms existieren multimodale Therapiekonzepte. Es
ist eine gute Zusammenarbeit der verschiedenen Fachbereiche zur Wahl des
sinnvollsten Vorgehens erforderlich. Der chirurgische Eingriff stellt sicherlich den
wichtigsten Eckpfeiler der Therapie von Sarkomen dar [1]. Voraussetzung ist die
Resektabilitat des Befundes (Primartumor, Rezidiv, Fernmetastasen). Eine RO-
Situation (Residual 0 — keine Tumorzellen mikroskopisch nachweisbar), ist in jedem
Fall anzustreben. Dies erfordert eine sog. weite/radikale Exzision des tumortragenden
Kompartiments unter Mithahme von Faszien bei intramuskulédrer Lokalisation im
Bereich der Extremitdten aber auch bei Lokalisation im Bereich des Korperstammes.
Die Erhaltung der Extremitdt bzw. der Funktionalitdt hat sich mittlerweile als
Goldstandard etabliert, so dass z.B. die Rate der Amputationen unter 10% gesenkt
werden konnte [9, 10]. Andere Tumorlokalisationen (z.B. Retroperitoneum) unterliegen
den gleichen Kriterien, obgleich ein kurativer Therapieansatz meist schwer erreichbar
ist. Hierbei sind haufig multiviscerale Resektionen erforderlich [8]. Zudem existieren
neoadjuvante und adjuvante Therapieverfahren in Form von Chemo- oder
Radiotherapie als Einzel- bzw. Kombinationsverfahren fiir die verschiedenen

Tumorentitaten. Auch die Anwendung der lokalen Hyperthermie in Kombination mit
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Chemotherapie hat sich in Bezug auf eine Senkung des Rezidivrisikos und einer
Verlangerung des krankheitsfreien Intervalls als wirksam erwiesen. Diese gesamten
Therapiestrategien werden zur lokalen Tumorkontrolle und zur Risikoreduktion einer
Fernmetastasierung sowie zur Verbesserung des Gesamtuberlebens eingesetzt [8].
Zum Beispiel kann bei Extremitaten erhaltenden Eingriffen mittels adjuvanter Radiatio
eine Tumorkontrollrate von tber 90% erreicht werden [11].

Das histologische Grading von Weichteilsarkomen erfolgt entweder dreistufig
(FNCLCC) oder vierstufig (UICC) und besitzt die beste Korrelation zur Prognose [12].
Das am haufigsten verwendete Schema in Europa ist das von Coindre et al.
entwickelte dreistufige System [8]. Die Stadieneinteilung erfolgt nach der UICC/AJCC
und bezieht die prognostisch relevanten Parameter wie Grading, Tumorgrd3e und
Tumorlokalisation (superficial vs. profund) mit ein. Weitere Prognoseparameter sind
der histopathologische Subtyp, der Resektionsstatus und die Korperlokalisation [1]. Die
5-Jahresuberlebensraten entsprechend den Stadien der UICC/AJCC liegen im Stadium
| bei ca. 85-96%, im Stadium Il bei ca. 72-78%, im Stadium Il bei ca. 50% und im
Stadium IV bei ca. 10% [8].

Die doch unginstige Prognose von Weichteilsarkomen verdeutlicht die Notwendigkeit
der stetigen Verbesserung von Diagnostik, Therapie und Prognose etwa durch die

Identifizierung von potentiellen Biomarkern.
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1.2 Das Synovialsarkom

Das Synovialsarkom ist ein hochmaligner Tumor des Weichgewebes mit meist
ungunstiger Prognose. Haufig kommt es in paraartikularen Regionen der Extremitaten
vor, assoziiert mit Sehnenscheiden, Schleimbeuteln und Gelenkkapseln. Seltener ist
das Sarkom ohne eine Beziehung zu synovialen Strukturen, wie z.B. der
parapharyngealen Region, der Bauchwand, Pleura oder dem Herz, lokalisiert. Klinische
Symptome kdnnen Schmerzen, Funktionseinschrankung sowie eine tastbare
Schwellung sein. Die Dauer einer Symptomatik bis zur Diagnosestellung kann
zwischen Wochen und Jahren variieren. Eine B-Symptomatik ist in der Regel selten
[13]. Das Synovialsarkom tritt bevorzugt zwischen dem 15. und 40. Lebensjahr auf.
Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt bei 34 Jahren, wobei 44% der Patienten
bei Diagnosestellung unter 30 Jahre alt sind [1, 14]. Mit 8 — 12% aller
Weichteilsarkome beim Erwachsenen ist das Synovialsarkom der vierthaufigste
maligne Weichteiltumor. Insgesamt finden sich zwischen M&nnern und Frauen keine
grolRen Unterschiede in der HAaufigkeitsverteilung [13]. Bei Kindern und jungen
Erwachsenen bis zum 21. Lebensjahr betrdgt der Anteil bezuglich der
Weichteilsarkome 7 — 8% und ist ebenfalls die vierthaufigste Tumorentitat der malignen
Weichteiltumoren im Kinder und Jugendalter [15].

Die haufigsten Lokalisationen sind die oberen und unteren Extremitdten. Nach
Enzinger und Weiss treten 85 — 95% der Synovialsarkome in den Extremitaten auf. Die
Untersuchungen durch das Armed Forces Institute of Pathology (AFIP) an 345
Patienten zeigten, dass die unteren Extremitaten mit 59,7% am haufigsten betroffen
sind, gefolgt von den oberen Extremitaten mit 23,2%. Seltenere Lokalisationen sind der
Kopf- und Halsbereich mit circa 10% sowie die Rumpfregion mit 8% (bezogen auf die
untersuchte Patientengruppe n=345). Grundsatzlich kann das Synovialsarkom in jeder

anatomischen Struktur des menschlichen Korpers auftreten [1].

Histologie und Immunhistochemie

Das Tumorgewebe besteht aus epithelahnlichen Zellen und spindelzelligen Arealen in
variablen Anteilen (biphasisch). In Abhangigkeit vom Verhéltnis der Strukturelemente
unterscheidet man histologisch vier Untergruppen. Hierzu gehéren der biphasische
Typ, der monophasisch fibrése Typ, der monophasisch-epitheliale Typ und der
undifferenzierte Typ [1].

Eine immunhistochemische Untersuchung ist mittlerweile Standard und zur Sicherung
der Diagnose des Synovialsarkoms unerlasslich. Haufig liegt eine Koexpression von

Zytokeratin (CK7) und Epithelialem Membran Antigen (EMA) vor, zumindest wird eines
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von beiden, in Abhangigkeit vom Differenzierungsgrad, fast immer exprimiert [13, 16].
Ebenfalls konnen die Tumoren in 30% fur S-100, in 60-70% fur CD99 und in 75-100%
fur Bcl-2, membranar sowie zytoplasmatisch positiv sein. Dagegen ist der CD34-
Nachweis fast immer negativ. Immunhistochemisch finden sich keine grof3en
Unterschiede zwischen monophasischen und biphasischen Typ mit der Ausnahme,
dass ausschlieflich die soliden, grof3zelligen Areale der biphasischen Synovialsarkome
eine Expression von CK 13 und CEA zeigen kénnen [1]. TLE1 wurde 2007 als
potentieller spezifischer Marker in Synovialsarkomen beschrieben, was jedoch in

weiteren Studien mittlerweile in Frage gestellt wurde [17, 18].

Zytogenetik

Die meisten Synovialsarkome sind durch Translokationen zwischen den Chromosomen
X und 18, t(X;18)(p11.2;911.2) gekennzeichnet und lassen sich in allen Subtypen
nachweisen. Dies fuhrt zur Fusion des SS18(SYT)-Gens mit einem der SSX-Gene,
wobei 2 Fusionsvarianten (SS18-SSX1, SS18-SSX2) entstehen [19, 20]. Die
Uberexpression dieser Onkogene fordert den Abbau des Tumorsuppressorproteins
p53, unter Einbezug und Stabilisierung des Onkoproteins MDM2 [21]. Unabhangig vom
morphologischen Subtyp haben Patienten mit SS18-SSX2 Fusionen eine geringere
Rezidivrate als Patienten mit der SS18-SSX1 Variante und Tumoren mit der SS18-
SSX1 Variante haben eine hthere Proliferationsrate sowie eine schlechtere Prognose
[19].

Rezidive, Metastasen, Uberlebensraten

Das Synovialsarkom rezidiviert je nach postoperativem Residualergebnis und
adjuvanten TherapiemalBnahmen in 30-80 % der Féalle. In Uber 50% der Falle treten
Fernmetastasen auf. Typische Lokalisation sind die Lungen mit 90% und die
regiondren Lymphknoten mit 10-20%. Im klinischen Verlauf, ist eine Metastasierung
nach Jahrzehnten selten, aber mdglich. Die 5-Jahres Uberlebensrate liegt bei ca. 40-
80%, die 10-Jahresiuberlebensrate bei etwa 20-63% [1].

1.3 Das Leiomyosarkom

Das Leiomyosarkom gehort ebenfalls in die Gruppe der malignen Weichteiltumoren.
Die Haufigkeit wird in der Literatur mit einem Anteil von 5-25% aller
Weichteilsarkomentitaten angegeben [1, 8]. Leiomyosarkome des Weichgewebes sind
seltener als Leiomyosarkome des Uterus und des Gastrointestinaltraktes. Insofern

unterscheidet man  grundsatzlich  zwischen uterinen und nicht-uterinen
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Leiomyosarkomen [1]. Uterine Leiomyosarkome machen 1% der malignen Tumoren
des Uterus aus und sind gleichzeitig die haufigsten Sarkome des inneren
Genitaltraktes [22]. Die klinischen Symptome der Leiomyosarkome des Weichgewebes
wie z.B. Gewichtsverlust, Schmerzen und Fieber, sind haufig unspezifisch. In der
Regel sind Frauen haufiger betroffen als Manner [1]. Relevante Parameter sind
TumorgroRRe, Lokalisation, histologischer Malignitatsgrad, Staging des Tumors sowie
postoperatives Residualergebnis [23].

Eine weitere Unterteilung der nicht-uterinen Leiomyosarkome erfolgt aufgrund
verschiedener Lokalisationen und damit differenten klinischen sowie biologischen
Aspekten. Unterschieden werden Leiomyosarkome des Retroperitoneums und des
Abdomens, des Weichgewebes, der Haut sowie der grofien und kleinen Geféalie.
Diese Unterteilung ist sehr sinnvoll, da die Lokalisation eng mit der Prognose und
entsprechenden Therapie verknilpft ist. So treten mit circa 70% retroperitoneale
Leiomyosarkome am haufigsten auf und gehen aufgrund ihrer GroRRe (>5-10 cm) bei
Diagnosestellung und Lokalisation mit einer sehr schlechten Prognose einher [24, 25,
26]. Leiomyosarkome der Haut und Unterhaut haben beispielsweise bei epidermaler
Lokalisation eine gunstigere Prognose gegeniber Leiomyosarkomen subkutaner
Lokalisation [1]. Kinder kdnnen ebenfalls, jedoch sehr selten, erkranken. Hier ist es
noch nicht eindeutig geklart, ob unabhangig von der Lokalisation, eine bessere oder

schlechtere Prognose gegeniiber den Erwachsenen besteht [27, 28].

Histologie und Immunhistochemie

Histologisch werden myxoide, inflammatorische und granularzellige Leiomyosarkome
unterschieden [1].

In den meisten Leiomyosarkomen kann immunhistochemisch SMA (smooth-muscle
actin) und HHF35 (muscle-specific-actin) nachgewiesen werden. Ebenfalls wurde
Desmin als variabler Marker zwischen 50 bis nahe 100 % der Tumoren beschrieben.
H-Caldesmon, ein spezifischer Marker in Muskelzellen, konnte in tUber 40% von

Leiomyosarkomen ausfindig gemacht werden [28, 29, 30, 31, 32].

Zytogenetik

Es konnten bisher keine eindeutigen spezifischen zytogenetischen Veranderungen
bestétigt werden. Es wurden aber zytogenetische Veranderungen in Form von
Hypodiploidie mit dem Fehlen von Chromosom 16, 18 und 22 und strukturellen
Aberrationen von Chromosom 1 gefunden. Auf den Chromosomen 3, 7, 13 und 14

fanden sich ebenfalls verédnderte Regionen. Weitere Untersuchungen ergaben eine
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Vielzahl  von  unbalancierten = Genomveranderungen  sowie  hochgradigen
Amplifikationen von fast allen Chromosomen. Des Weiteren konnten zytogenetische
Unterschiede in Form von DNA — Zugewinn und DNA — Amplifikationen auf
verschiedenen Chromosomen zwischen kleinen Tumoren (< 5 cm im Durchmesser)
und groBen bzw. sehr groRen Tumoren (> 20 cm im Durchmesser) nachgewiesen
werden, was vermuten lasst, dass mit der Tumorprogression die chromosomalen

Veranderungen korrelieren [7].
Rezidive, Metastasen, Uberlebensraten

Die Rezidivrate ist variabel und abhangig von der Lokalisation und dem Grading des
Tumors. So ist sie bei retroperitonealen Leiomyosarkomen nach kompletter Resektion
mit 50% vergleichsweise hoch gegeniiber Leiomyosarkomen der Extremitaten, welche
nach chirurgischen Eingriffen zwischen 10% und 25% liegt [1, 33]. Risikofaktoren
beziglich des Langzeitiberlebens und der Metastasierung sind Alter > 60,
Tumorgrole, Tumortiefeninfiltration, Gefalinfiltration, Tumorstadium sowie
intraoperative Komplikationen [34, 35, 36, 37]. Vorzugsweise entstehen Metastasen in
Lunge und Leber, seltener sind Lymphknoten befallen. Das Auftreten von Metastasen
bei Leiomyosarkomen des Weichgewebes wird in der Literatur mit einer Rate von 44%
- 45% angegeben. Interessant ist, dass Tumoren welche primar den GefalRen
zuzuordnen sind, eine hohe Metastasierungsrate aufweisen. Dies lasst auf eine
bevorzugte hdmatogene Aussaat schliel3en [38]. Die durchschnittiche 5 — Jahres
Uberlebensrate liegt bei 64% [1].
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1.4 Die Apoptose - ein genetisch kontrollierter Prozess

Die Apoptose stellt einen Prozess des programmierten Zelltodes dar und dieser
verlauft genetisch kontrolliert ab. Durch die gezielte Elimination von sich
entwickelnden, alternden oder geschadigten Zellen, ohne dabei benachbarte Zellen
schadigend zu involvieren, wird die Gewebshomdostase aufrechterhalten [7, 39]. Wird
diesem Prozess die Kontrolle auf molekularer Ebene entzogen, so kann es zur
Dysregulation der Apoptose und zur Entstehung von Tumorzellen kommen [40]. Es
werden morphologisch 3 Phasen der Apoptose unterschieden.

Tabelle 1: Morphologische Phasen der Apoptose (modif. nach [7])

Phase | Kerngré3e|, Chromatinkondensation, Ablésung, Zellschrumpfung und
1 Bildung von Ausstiilpungen

Phase | Zellorganellen kompakter, mehr Ausstilpungen, Bildung von sog.
2 apoptotic bodies, Verdauung der apopotischen Koérper durch benachbarte
Zellen oder Makrophagen

Phase | Apoptotische Kbérpert, Durchldssigkeit der Zytoplasmamembran?t,
Phagozytose?

Auf molekularer Ebene unterscheidet man den extrinsischen und intrinsischen
Signalweg, welcher den programmierten Zelltod einleiten kann. Daraus resultierend,
gibt es drei verschiedene Moglichkeiten der Zelle das Selbstmordprogramm zu
realisieren. Uber den extrinsischen Weg wird mittels sogenannten Todesrezeptoren,
welche in der Zellmembran lokalisiert sind, und ihren Liganden die Signalkaskade im
Inneren der Zelle aktiviert. Der intrinsische Modus erfolgt zum einen Uber pro- bzw.
antiapoptotische Proteine, welche in den intrazellularen Membranen lokalisiert sind,
den sogenannten Mitgliedern der Bcl-2 - Protein - Familie. Zum anderen kann Uber den
Zellkern die Apoptose mittels Induktoren (z.B. TSG p53) sowie Inhibitoren (z.B. IAP -
Survivin) intrinsisch gesteuert und reguliert werden [7].

Am Ende der Signalkaskaden erfolgt immer die Aktivierung von Caspasen (Cystein-
Aspartat-spezifische Protease). Initiatorcaspasen sind intrazellulare Proteasen, welche
nach ihrer Aktivierung die Fahigkeit besitzen, sog. Effektorcaspasen zu aktivieren,
welche bestimmte Aminoséduresequenzen von Proteinen der Zelle erkennen und diese
dann dort zerschneiden [7, 41]. Aufgrund der Destruktion der Zellbestandteile und den
damit einhergehenden morphologischen Verdnderungen kommt es zum konsekutiven

Untergang und Abbau der Zelle.
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Zelltodinduktion

Externe Faktoren Interne Faktoren
e lonisierende Strahlung e Zytokine
o Zytostatika o Glukokortikoide

e Retinsaure

o Wachstumsfaktoren|

Extrazellulare Apoptosesignale Intrazellulare Apoptosesignale
Todesrezeptoren — Liganden Membranare Proteine Intranukleare Proteine
e FAS-FAS-L - BCL2 e proapoptotisch
e DCR1,2 DCR4,5 — Trall e Proapoptotisch z.B. TSG p53, c-
e TNFR1,2-TNF z.B. BAX, BAD myc, CDK
e RANK - TRANCE e antiapoptotisch  antiapoptotisch
2.B. BAR, NR13 IAPs — z.B. Survivin
+ - + -
Aktivierung der Caspase 8 durch Freisetzung von Cytochrom c aus der
die Todesdoméanen der Mitochondrienmembran und Aktivierung der
Rezeptoren Caspase 9 — Apoptosom

Aktivierung der Effectorcaspasen | Aktivierung der restlichen Effektorcaspasen z.B.

z.B. Caspase 3 Caspase 3, 6, 7

Programmierter Zelltod - Entstehung von Apoptosesubstraten z.B.
Actin, Fodrin, Lamin usw.

Abbildung 1: Apoptosewege [maodif. nach [7]]
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1.4.1 Die Inhibitoren der Apoptose (IAP)

Die Apoptoseregulation erfolgt, neben den im Zellkern lokalisierten Induktoren und
Repressoren, Uber zwei bekannte Genfamilien: BCL-2 Proteine und die IAP — Proteine,
wobei die IAP’s nukleadr und zytoplasmatisch lokalisiert sind (siehe Abbildung 1) [7, 42,
43]. Die Regulation erfolgt pro — bzw. antiapoptotisch. Entfaltet ein Protein seine
antiapoptotische Wirkung so wird die Apoptose inhibiert. Die Inhibierung kann sowohl
die extrinsische als auch die intrinsische Zelltod-Signalkaskade betreffen.

Eine Dysregulation des Expressionsmuster von Apoptoseregulatoren (z.B. Survivin)
kann zu einer gesteigerten Hemmung des programmierten Zelltodes und damit zum
verlangerten Zelliberleben, genetischer Instabilitdt sowie Mutationshaufungen fihren
und spielt damit eine wesentliche Rolle bei der Tumorgenese. In Tumorzellen fihrt dies
Zu einer gesteigerten Resistenz gegentber externen und internen Faktoren, welche
den Zelltod induzieren (siehe Abbildung 1) [40, 44, 45, 46].

Insgesamt wurden beim Menschen bisher acht IAP - Proteine beschrieben: clAP1,
clAP2, XIAP, Livin, ILP2, NAIP, BRUCE und Survivin [43, 47]. Allesamt sind durch die
so genannte BIR — Domane (baculovirus IAP repeat — Doméne) gekennzeichnet, ein
sich wiederholender Bereich von 70 Aminoséduren (tandem-repeat-domain, 1-3
Kopien), welche zur Protein-Protein-Wechselwirkung und zur Hemmung der Apoptose
befahigt ist [48, 49, 50]. Zudem besitzen viele dieser Proteine, bis auf Survivin, eine C-
terminale ,really interesting new gene“-Doméane (Ring-Finger-Doméne) und eine
caspase-recruitment-domain (CARD). Die Funktion der Ring-Finger-Domane besteht
moglicherweise in der Degradation von Proteinen bzw. der Protein-Protein-
Wechselwirkung [51, 52].

Die antiapoptotische Wirkung wird Uber die Inhibition der Prozessierung und der
Aktivierung von Caspasen erzielt [53]. Die proapoptotischen Proteine Smac/Diablo und
Omi/HtrA2, welche den Mitochondrien entstammen, wirken durch Bindung und
Deaktivierung von Proteinen mit einer BIR-Domane als Antagonisten der IAPs [54, 55,
56].

Das Protein Survivin besitzt unter den IAPs eine zentrale Rolle, da es sich in vielen
malignen Zellpopulationen so auch in Weichteilsarkomen nachweisen lasst und
mittlerweile als prognostischer Marker, vor allem in Karzinomen, eine sehr wichtige

Stellung einnimmt [57].
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1.4.2 Survivin

Survivin (Synonym: BIRC5) wurde erstmals im Jahre 1997 identifiziert [58]. Das
Survivin-Gen befindet sich auf dem Chromosom 17925 und kodiert ein 16,5 kDa
Protein, welches im Zytoplasma und im Zellkern lokalisiert ist [59]. Es ist der kleinste
Inhibitor unter den IAPs und besitzt nur eine BIR-Doméane, ohne Ring-Finger- und
CARD-Domane [57].

Bekannt sind bisher 5 alternative Spleil3varianten. Das wt-Survivin (Wildtyp, 142
Aminoséauren) enthalt 4 Exone. Das 2B-Survivin (165 Aminosauren) entsteht durch die
Insertion eines alternativen Exons 2. Die Survivin-A3-Variante (108 Aminosauren)
enthélt eine Bcl-2-Bindedoméne, welche durch die Deletion des Exon 3 gebildet wird.
Survivin-3B (120 Aminosauren) zeichnet sich durch die Verwendung eines alternativen
Exons 3 aus [60]. Die letzte bekannte Variante Survivin-2a (74 Aminosauren) besteht

aus den Exonen 1 und 2 sowie aus einem alternativen Exon 2a [61].

Primary Transcript

friren | Tuirem 24 FLIE T Fatrem 2
[pre - mRNA] —{Egea T~ Ezenz — ~—bgon s b #— Exon 3 — »—| Enond —
I by TI0 &p 64 bp 113 &p ¥ bp
mlE N A ‘ pratein bengil
A=t Exan 2 :—r l'"—|T:!-C':'| ] I—l-'--"—: Exon d
— [142 an]
a~Eron o —{Ta T - s Exond -
hy f.‘,l'- I.':‘P -"'i.

- » - ) 1 - e -
| Surviine 2B Loon | /—{Exon 2 — ~—{Egon ZE— »— Exon 3 [~ +— Exond —

168 wa

¥
Surwivin-LER3 1 ) Eomy o ,—r -—| Exon 4 I—Fﬁﬁﬁﬁ!
1y L0 aa
i
~Exon o = =~ Euon 3 F‘f—mﬂ' —~ Er:ﬂ—_
., 65 Bp e | 120 aa

Abbildung 2: Survivin und seine SpleiRvarianten (ibernommen aus [62])
Abkurzungen: aa-Aminosauren, ORF-,open reading frame*

Die subzellulare Lokalisation der einzelnen Spleil3varianten wurde bereits erforscht,
wobei Survivin-3B bisher nicht genau zugeordnet werden konnte. So sind Survivin-wt
und Survivin-2B vorrangig im Cytoplasma lokalisiert. Survivin- A3 konnte im Nukleus
identifiziert werden. Survivin-2a verteilt sich gleichméaRig im Zytoplasma und im

Nukleus [63]. Entsprechend der Verteilung im Zytoplasma bzw. im Nukleus wird den
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SpleiRBvarianten die Funktion der Inhibition der Apoptose und als Regulator der

Zellteilung zugeschrieben [64].

Expression von Survivin

Eine Survivinexpression laRt sich in embryonalen und fetalen Geweben nachweisen.
Lange Zeit glaubte man, dass Survivin in gesunden Zellen kaum exprimiert wird.
Mittlerweile wurde eine Survivinexpression in normalen differenzierten Zellen [65], T-
Lymphozyten [66], neutrophilen Granulozyten [67], Erythrozyten [68], Stammzellen des
Knochenmarks [69], Endothelzellen [70], Mukosazellen des Gastrointestinaltraktes [71]
und den Hepatozyten nachgewiesen [72]. Eine Uberexpression von Survivin kann in
entarteten Zellen detektiert werden [58, 73] und wurde z.B. in Neuroblastomen [74],
Tumoren der Mamma [75], des Kolon und Magens [76, 77], der Lunge [78] und High-
grade-Lymphomen [79] sowie in Melanomen [80] beschrieben. So konnte gezeigt
werden, dass die Uberexpression von Survivin fiir verschiedene Tumorarten mit einer
negativen Prognose fir die betroffenen Patienten einhergeht [64]. Auch in
Weichteilsarkomen konnte die Uberexpression von Survivin von unserer Arbeitsgruppe
mittels Westerblot und ELISA-Nachweis als negativer und unabhangiger
Prognosemarker identifiziert werden [81].

Funktionen von Survivin

Survivin ist ein multifunktionales Protein und stellt eine wichtige Verbindung zwischen
Zellzyklus (G2/M) als Regulator und der Apoptose als Inhibitor her.

Wahrend der Zellteilungsphasen interagiert Survivin  mit  verschiedenen
Zellzyklusproteinen wie z.B. gamma-Tubulin der Spindelzentriolen, Zentrosomen und
Kinetochoren von Metaphasechromosomen (CPC-chromosomal passenger complex),
Mitosespindeln in der Metaphase und in der spaten Telophase mit den ,midbodies”
(,midzone microtubule bundling structure®) [82, 83, 84]. Als Bestandteil des CPC
(Survivin/Borealin/INCENP/Aurorakinase B), welcher ein wichtiger Regulator der
Zellteilung ist und die Chromosomensegregation mit der Zytokinese verbindet [85],
stellt Survivin ein Schlisselregulator der chromosomalen Ausrichtung, Segregation und
Zytokinese wahrend der Mitose dar [84, 86]. Im Prozess der Mitose wird
interagierendes Survivin mittels Phosphorylierung durch die Cyclin-abhangige Kinase 1
(engl. cyclin dependent kinase - CDK1) respektive dem maturation-promoting factor
(CDK1/CyclinB) stabilisiert und unterdriickt so die Apoptose in sich teilenden Zellen
[87].

Als Inhibitor der Apoptose wird Survivin eine weitere wichtige Funktion zuteil. Die

Inhibition erfolgt am ehesten durch Interaktion mit verschiedenen Regulatoren wahrend
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der extrinsisch und intrinsisch vermittelten Apoptose [57]. Survivin hemmt zum einen
die direkt vermittelte Apoptose Uber die TNF-Rezeptoren z.B. Fas (CD95) und die
Liganden z.B. TRAIL [88, 89]. Zum anderen konnte die Inhibierung durch direkte
Interaktion mit den Caspasen bzw. Effektorcaspasen (z.B. Caspasen 9, 3, 7) erfolgen,
was in einigen Studien beschrieben wurde [90, 91, 92], aber bis heute kontrovers
diskutiert wird. Einige Autoren konnten dies widerlegen, und gaben als mdgliche
Ursache die fehlende CARD-Doméne zur notwendigen Caspasebindung an [93, 94].
Des Weiteren entfaltet Survivin seine antiapoptotische Wirkung mittels eines Co-
Faktors HBXIP (hepatitis B interacting factor) und hemmt die Procaspase-9 [95]. Dohi
et al. wiesen nach, dass Survivin nach Apoptosesignalen mitochondrial freigesetzt wird
und mit dem Inhibitor XIAP (x-linked-inhibitor of apoptosis) einen stabilen Komplex
bildet und ebenfalls die Caspase-9 Aktivitat unterdriickt [96]. Survivin wird wahrend all
dieser Prozesse durch p53 (vermittelt Uber MDM2) auf mRNA- und Proteinebene
negativ reguliert (down regulation), d.h. eine Uberexpression des IAP fiihrt zur
Gegenregulation durch die entsprechenden Proteine und damit zur Verringerung bzw.
Hemmung der antiapoptotischen Wirkung [97].

Ein weiterer bedeutender Mechanismus ist die Steigerung der Angiogenese Uber die
Apoptoseinhibition in Endothelzellen. Endothelzellen welche angiogenetischen Stimuli
ausgesetzt waren, wiesen eine erhgéhte Expression von Survivin auf [98]. Dies konnte
ein zusatzlicher Therapieansatz in Tumorzellen sein, da die Angiogenese eine wichtige
Rolle im Bereich der Hypoxie und damit der Tumorbiologie spielt.

Survivin ist in viele komplexe Signalwege eingebunden, welche noch nicht vollstéandig
verstanden sind. Es lasst sich aber postulieren, dass durch Survivin das Zelliiberleben
gesichert wird. Vor allem in Tumorzellen erlangt dies grof3e Bedeutung. Bezlglich der
Prognose, aber auch des Therapieansprechens koénnten in Zukunft bessere Verfahren,
auch bei Weichteilsarkomen, entwickelt werden. So konnten verschiedene Studien
aufzeigen, dass Survivin in malignen Tumoren (z.B. Prostata-, Schilddriisen-und
Kolonkarzinome) Resistenzen gegentber Chemo- und Strahlentherapien induziert [99,
100, 101]. Mittels Inhibition von Survivin in Kombination zu entsprechenden adjuvanten
oder neoadjuvanten Radiochemotherapieverfahren, koénnten bessere Ergebnisse
hinsichtlich des Therapieansprechens (z.B. Remission, krankheitsfreies Intervall) und
damit auch der Prognoseverbesserung erzielt werden. Interessant ist, dass die
Expression in den verschiedenen Kompartimenten (Zytoplasma, Nukleus) fiur die
heterogenen Entitdten mit unterschiedlichen Aussagen zur Prognose verknipft sein
kdnnen. Somit ist Survivin als allgemeiner prognostischer Marker weiterhin zu prifen,
obgleich Survivin in verschiedenen Krebsformen als unabhé&ngiger prognostischer

Marker gesichert werden konnte und als potentieller Biomarker vielversprechend ist
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[64, 81, 102]. Die folgende Abbildung (Abb.3) soll vereinfacht die wichtigsten

Funktionen von Survivin zusammenfassen.

DNA - Schaden
extern/intern

Zellkern

Segregation/

Mitose

Death

Abbildung 3: Funktionen von Survivin [modif. nach 61]. Survivin als Bestandteil
des chromosomalen passengers complex (CPC) reguliert zusammen mit Borealin und
INCENP (inner centromere protein antigen) die Aurorakinase B, welche nach
Autophosphorylierung die korrekte Ausrichtung, Teilung und Kinese der Chromosomen
wahrend der Mitose unterstitzt bzw. steuert. Somit stellt Survivin einen der
Schlusselregulatoren wahrend der Chromosom- und Zellteilung dar. Weiterhin wirkt
Survivin als Inhibitor der Apoptose (IAP). Nach Setzen eines DNA-Schadens wird
Survivin mittels Checkpoint-Kinase (in Abbildung nicht dargestellt) hochreguliert und
hemmt die intrazellulare mitochondriale Cytochrom C Freisetzung und damit die
Aktivierung der Caspasen (3, 7). Gleichzeitig erfolgt die direkte Hemmung der
intramembranéaren ,Todesrezeptoren/Liganden®. Nicht sicher geklart ist, ob Survivin auf
direktem Weg die Caspasen (3, 7, 9) hemmt. Am Ende der Signalkaskade erfolgt die
konsekutive Hemmung der Apoptose und damit die Unterstiitzung des
Tumorzelliberlebens.
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1.5 Tumorhypoxie

Unter Hypoxie versteht man die unzureichende bzw. verminderte Sauerstoffversorgung
des Gesamtorganismus oder von verschiedenen Gewebsregionen [103]. Die Hypoxie
kann auf dem Boden verschiedener Erkrankungen entstehen und ist in diesem Fall ein
pathophysiologischer Zustand. Vor allem bei Tumorerkrankungen spielt die Hypoxie
eine bedeutende Rolle. Nach primarer Versorgung des Tumorgewebes mit Sauerstoff
durch Diffusion, kann ab einer bestimmten Tumorgrof3e (ca. 3mm) die Versorgung
mittels Diffusion nicht mehr aufrecht erhalten werden [104] und die Tumoren reagieren
mit der Neoangiogenese, also der Neubildung von Geféaflien, welche in der Regel
ungerichtet stattfindet. Die Kombination aus diffusem Zell- und Gefaliwachstum fuhrt in
Tumoren zur Ausbildung von hypoxischen Arealen. So beschrieben Vaupel und Mayer
2007 das ca. 50 — 60 % der soliden Tumoren hypoxische und anoxische Areale
aufweisen, welche durch das Ungleichgewicht zwischen Zellproliferation,
Sauerstoffangebot und —verbrauch entstehen [105].

In zahlreichen Studien wurde die Tumorhypoxie als prognostischer Faktor mit
schlechtem Einfluss beschrieben. So wurde z.B. fur Prostatakarzinome [106], Kopf-
und Halstumoren [107], Uterus- und Cervixkarzinome [108] aber auch fur
Weichteilsarkome eine Korrelation zwischen Tumorhypoxie und einem schlechteren
Uberleben beschrieben [109]. Die schlechtere Prognose resultiert zum einen aus
einem verstarkten Progress des Tumors sowie einem erhdhten Risiko der Ausbildung
von Fernmetastasen und zum anderen, aus dem schlechteren Ansprechen auf Chemo-
und Strahlentherapie [110, 111]. Zusatzlich kommt es genau wie bei der Dysregulation
der Apoptose, unter Tumorhypoxie zu Mutationshaufungen mit konsekutiver
genetischer Instabilitit und damit einhergehender Verdnderung der Tumorbiologie
[112].

Unter hypoxischen Bedingungen kommt es aul’erdem zur Induktion bzw. zur
Repression verschiedener Zielgene und damit einhergehenden
Expressionsanderungen der entsprechenden Proteine. Der Haupttranskriptionsfaktor
ist HIF-1a, welcher bei einer VHL - Mutation (TSG) und unter hypoxischen
Bedingungen akkumuliert und entsprechende Zielgene aktiviert. Zu den unter Hypoxie
aktivierten und exprimierten Proteinen, gehdren u.a. die Carboanhydrase 9 und
Osteopontin, welche mittlerweile als wichtige und vielversprechende Vertreter unter
den diagnostischen, therapeutischen und prognostischen Markern in verschiedenen
Malignomen, aber auch in Weichteilsarkomen gelten. Auf den folgenden Seiten sollen

diese zwei Vertreter naher betrachtet werden.
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1.5.1 Carboanhydrase 9

Die humane Carboanhydrase 9 (CA9) wurde im Jahre 1992 erstmals in der
Zervixkarzinom Zelllinie HeLa nachgewiesen [113]. Das CA9 Gen befindet sich auf
dem Chromosom 9p12-p1l3 und ist aus elf Exonen und zehn Intronen
zusammengesetzt. Das kodierte Protein besteht aus 466 Aminosauren, ist ein
transmembranares Protein an der Zelloberflache und mit 4 Doméanen (extrazellulare
proteoglykan — &hnliche Doméne, CA — katalytische Doméne, transmembranare und
zytoplasmatische Domane) ausgestattet.

Die CA9 gehort der Gruppe der Carboanhydrasen an, von denen bisher 14 Isoformen
beschrieben wurden und ein Teil in verschiedenen Zellkompartimenten und humanen

Geweben physiologisch vorkommt (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Lokalisationen der Carboanhydrasenisoformen

Isoformen - Carboanhydrasen Lokalisation
CA-IL, -1, -111, -VII, -XII Zytoplasma
CA-1V, -IX, -XII, XIV Zellmembran
CA-V Mitochondrium
CA-VI Sekretorisch (Speichel)

Carboanhydrasen sind Zink-Metalloenzyme welche die reversible Hydratation von
Kohlenstoffdioxid (CO,) katalysieren. Das heterogene Verteilungsmuster der
Isoenzyme in den humanen Geweben weist auf ihre unterschiedlichen Funktionen hin.
Sie spielen in verschiedenen Stoffwechselvorgdngen wie z.B. dem Gasaustausch, der
pH-Regulation (Saure-Base-Haushalt), dem lonenaustausch, Glukoneogenese und

vielen mehr, eine wichtige physiologische Rolle.

Expression der CA9

Eine Expression von CA9 lasst sich in einer begrenzten Anzahl im gesunden Gewebe
z.B. dem Gastrointestinaltrakt, der Gallenblase und dem Gallengangsystem, sowie
dem Hoden und dem Ovar nachweisen [114]. Eine heterogene Expression bzw.
Uberexpression findet sich in vielen malignen Zellpopulationen wie z.B. bei Nierenzell-
und Mammakarzinomen [114], Kopf-Hals Tumoren [115], nichtkleinzelligen
Bronchialkarzinomen [116] und Zervixkarzinomen [117]. Daruber hinaus konnte gezeigt
werden, dass die CA9 Uberexpression bzw. Coexpression mit HIF-1a oder Ki-67 in
oralen Plattenepithelkarzinomen [118] und Kopf-Hals Tumoren [115] mit einer

signifikant schlechteren Prognose assoziiert ist und sich auch als unabhé&ngiger
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prognostischer Marker in Kombination mit anderen potentiellen Markern etabliert.
Jedoch gibt es bisher nur wenige Daten, welche CA9 in Weichteilsarkomen als

alleinigen prognostischen Marker untersucht haben [119].

Funktionen der Carboanhydrase 9

Funktionen der CA9 sind wie oben beschrieben auf physiologischer Ebene im
gesunden Gewebe, aber auch in Malignomen zu finden. So spielen sie in Tumoren
eine wichtige Rolle bei der Zellproliferation, der Tumorgenese und —progression sowie
beim Tumorzelliberleben [120]. Die CA9-Expression wird durch Hypoxie induziert,
wobei HIF-1a als Aktivator fungiert. HIF-1a bindet im Bereich der Promoterregion des
CA9 Gens und leitet die Transkription ein. Dies ist vor allem in Tumorzellen der Fall, da
hier unter hypoxischen Bedingungen meist eine Akkumulation von HIF-1a vorliegt und
damit moglicherweise eine Uberexpression induziert wird.

So ist die CA9-Expression auch fur ein schlechteres Therapieansprechen auf Chemo-
bzw. Strahlentherapie in ihrer Funktion zu betrachten. Eine Méglichkeit ware, dies aus
den hypoxischen Bedingungen in Tumoren zu erklaren, welche zu einer schlechteren
Erreichbar- und Wirksamkeit der Zytostatika, aufgrund des angiogenetisch bedingten
hoheren Gefal3/Zell Abstandes und der geringeren Proliferationsrate, fuhren. So
zeigten Span et al., dass Mammakarzinompatientinnen mit niedrigen CA9-Expression
eher von einer adjuvanten Therapie profitierten, als diejenigen, mit einer hohen CA9-
Expression [121]. Demgegenuber konnten neuere Arbeiten ein gutes
Therapieansprechen und eine bessere Uberlebensprognose z.B. mit Interleukin 2 und
,drug targeting* beim fortgeschrittenen Nierenzellkarzinom mit einer Uberexpression
von CA9 nachweisen [122]. Dies zeigt deutlich, dass die Rolle von CA9
tumorspezifisch betrachtet werden muss und in den verschiedenen Malignomen
weiterer Klarungs- und Handlungsbedarf fir die CA9 beziglich diagnostischer und
therapeutischer, aber auch prognostischer Relevanz besteht. Daraus resultierend ist es

notwendig, auch die Weichteilsarkome auf diesen endogenen Marker zu untersuchen.

1.5.2 Osteopontin

Das humane Osteopontin (OPN; Synonyme: SPP1, ETA-1) ist ein multifunktionales
Glykophosphoprotein der extrazellularen Matrix, welches erstmals im Jahre 1979 aus
transformierten malignen S&ugetierzellen isoliert wurde [123]. Das OPN-Gen ist auf
dem Chromosom 4q21-925 lokalisiert [124]. Insgesamt besteht OPN aus 314
Aminosauren mit einem relativen Molekulargewicht von 44-75 kDa [125]. Es wurden

bisher 3 SpleiRvarianten beschrieben: Osteopontin-a besteht wie das Gen aus 7
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Exonen, Osteopontin-b bei dem das Exon 5 und Osteopontin-c bei dem das Exon 4
fehlt [126] (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: OPN Struktur und seine SpleiRvarianten (iibernommen aus [127])
Abkirzungen: MMP-Matrixmetalloproteinasen,
CD-Cluster of Differentiation

Expression von Osteopontin

OPN wird in vielen Zelltypen von gesunden Organen bzw. Geweben des Menschen
wie z.B. den Osteoklasten und Osteoblasten des Knochens, den Epithelzellen der
Mamma, der Niere und der Haut, den glatten Muskelzellen des Gastrointestinaltraktes
und der Gallenblase, aber auch in Nervenzellen und Immunzellen exprimiert [128]
[129]. Auch in Geweben vom Endometrium, der Plazenta und dem Pankreas lasst sich
eine OPN-Expression nachweisen [130].

In vielen Tumoren wurde in zahlreichen Publikationen immunhistochemisch im
Gewebe eine erhbhte OPN-Expression, sowie im Plasma von Patienten eine erhdhte
Konzentration beschrieben. Diese konnte z.B. in Lungen-, Magen-, Mamma-,
Oesophagus-, Prostata- und Ovarialtumoren, sowie in Weichteiltumoren detektiert
werden [131, 132]. Die erhéhten Expressionen und Konzentrationen von OPN sind mit
der Tumorprogression, einem erhéhten Metastasierungsrisiko und einer schlechteren
Prognose fir die Patienten assoziiert. Deutliche Korrelationen bestehen aber auch mit
Parametern wie dem Grading, dem Tumorstadium und der Grof3e der Tumoren [133].

Die Assoziationen lassen sich mittlerweile in ca. 34 Malignomarten belegen. So zeigt
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sich OPN als Marker in Mamma-, Kolorektal-, Kopf und Hals-, Lungen-, Leber- und
Prostatatumoren sowie in Melanomen. In den Metastasen der o0.g. Tumoren, auf3er in
Ovarialtumoren, ist OPN ebenfalls Gberexprimiert [134]. Auch in Weichteilsarkomen
wurde OPN als prognostischer Marker identifiziert. Eine erhdohte OPN-Expression,
nachgewiesen mittels ELISA, erwies sich als negativer unabhangiger Marker beztiglich
des Gesamtiberlebens bei Weichteilsarkompatienten [131]. Ferner wurden die
einzelnen SpleiRvarianten und deren MRNA-Expression in Weichteilsarkomen
untersucht und auch hier ergab sich vorrangig fir OPN-a und OPN-b eine negative
prognostische Aussagekraft hinsichtlich des Gesamtiberlebens, wobei sich OPN-b und
OPN-c als negative Marker in Bezug zu bestrahlten Patienten und deren Risiko am
Tumor zu versterben, erwiesen [135]. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist, dass OPN unter
hypoxischen Bedingungen in verschiedenen Tumoren tberexprimiert wird. Somit wird
OPN als potentieller Hypoxiemarker diskutiert [136]. So konnte z.B. in Kopf-Hals
Tumoren eine Assoziation zwischen einer Uberexpression bzw. hohen
Plasmakonzentrationen von OPN und starker hypoxischen Tumorarealen hergestellt
werden. Gleichzeitig war diesbeziiglich eine schlechtere Prognose fir die Patienten zu

verzeichnen [137].

Funktionen von Osteopontin

Wie schon erwahnt, ist Osteopontin ein multifunktionales Protein und gilt als
potentieller Hypoxiemarker. Es ist an vielen physiologischen Prozessen regulativ
beteiligt, wie z.B. den Knochenumbauvorgdngen durch Inhibierung des
Mineralisationsprozesses [138], der Wundheilung (Zellproliferation, Fibrose), der
Kalziumhomodostase der Nieren, der Laktation, der Angiogenese sowie
immunologischen und inflammatorischen Vorgangen [127, 139]. Aber auch als
Regulator bei der Tumorprogression, der Metastasierung im Rahmen der
Zellproliferation,  Zellinvasion, Zellmigration und Angiogenese, sowie der
Apoptosehemmung, spielt OPN eine wesentliche Rolle [140, 141, 142].

Um diese vielfaltigen Prozesse zu realisieren, ist OPN auf zellularer Ebene in
komplexe Signalwege eingebunden. Dies geschieht (ber die Bindung an sog.
oberflachenassoziierte Integrine (Transmembranproteine), welche mafgeblich fur die
intrazellulare Signalibermittiung, der Zell-Zell- und der Zell-Matrix Interaktion
verantwortlich sind [143]. Ein weiteres wichtiges Oberflachenmolekil, welches eine
Bindung mit OPN eingeht, und eine intrazellulare Signaltransduktion einleitet, ist CD44.
OPN selbst verfugt Gber zahlreiche Bindestellen, wie z.B. fir Kalzium, Heparin und
Thrombin [129, 144]. Zudem verfigt OPN Uber verschiedene Regionen

(Aminosauresequenzen im N-terminalen Bereich), welche die Bindungen an die
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oberflachenassoziierten Integrine vermittelt. Die ELVTDFP-Sequenz enthélt eine
Bindestelle fiur das Integrin a4B:. Die Bindung an a,p:1, a,Bs o,fs und asB; Integrine
erfolgt Uber das GRGDS-Motiv [145]. Eine weitere Interaktion findet Uber ag;, a4f:
a4f7 Integrine der Leukozyten mittels der SVVYGLR Sequenz statt [146]. Ein
zusatzlicher funktioneller Aspekt ist die Zugehorigkeit zur SIBLING-Proteinfamilie
(small integrin-binding ligand N-linked glycoprotein) neben dem Dentin Matrixprotein 1
(DMP1), dem Dentin Sialoprotein (DSPP) und dem extrazellularen
Matrixphosphoglycoprotein (MEPE), welche hauptséchlich in mineralisiertem Gewebe
wie Zahnen und Knochen lokalisiert sind. Ihre Funktion besteht in der Aktivierung von
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) [147, 148].

Es konnte z.B ein OPN-Integrin (a,B3) vermittelter Zellschutz vor induzierter Apoptose
durch TRAIL an Endothelzellen gezeigt werden [149]. Auch in Mammakarzinomen
konnte ein Apoptoseschutz Uber o.g. Integrine identifiziert werden [150]. Liu et al.
beschrieben zudem in Magenkarzinomzellen eine OPN vermittelte Caspase 3
Hemmung [151]. Die antiapoptotische Wirkung wird ebenfalls tber die Aktivierung von
BCL-Proteinen realisiert [152]. Uber die Interaktion mit CD44 und der Aktivierung der
PI3K/Akt-Signaltransduktion wird die Zellmotilitat, das Zellwachstum und das
Zelluberleben reguliert [127].

Die chemotaktische Wirkung von OPN mit Einfluss auf die Adh&asion und Migration, ist
eine weitere wichtige Funktion. Dies wird ebenfalls tUber die Bindung an Integrine und
CD44 vermittelt. Im Rahmen der Tumorgenese fuhrt dies zur verstarkten
Metastasierung und Invasivitat [153]. Auch die Degradation der Basalmembran (BM)
und der Extrazellularmatrix (ECM) spielt eine wesentliche Rolle im Rahmen der
Metastasierung und der Tumorprogression. So ist die Aktivierung der schon genannten
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) und des sog. Urokinase-Plasminogen-Aktivator-
(uPA) Systems, welche die BM und die ECM proteolytisch degradieren, von grof3er
Bedeutung [154]. Die Aktivierung beider Systeme wird Uber NF-kB/IkBa/IKK vermittelt,
welche von der PI3K/Akt Induktion abhangig ist. Somit stellt OPN auch einen wichtigen
Regulator an dieser Stelle dar [155]. Im Rahmen der Uber Integrin vermittelten
Endothelzellmigration und —proliferation sowie Apoptosehemmung beeinflusst OPN die
Neovaskularisation vor allem in Tumoren [156, 157].

Anhand der oben genannten Funktionen, zeigt sich OPN als interessanter Vertreter in
der Gruppe der Biomarker. Vor allem bei der Tumorhypoxie, aber auch beim Zellschutz
in Tumoren spielt OPN eine wichtige Rolle. Mittels Inhibierung von OPN konnten im
Bereich der Tumorprogression und der Metastasierung entsprechende adjuvante bzw.

neodajuvante Schemata zur Verbesserung der Prognose entwickelt werden.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Weichteilsarkome sind seltene Tumoren im Kindes— und Erwachsenenalter. Die
diagnostischen und therapeutischen Strategien beziglich der Prognose und der
Lebensqualitdt der Patienten, haben sich in den letzten Jahrzehnten deutlich
verbessert. Dies konnte jedoch nur durch wissenschaftliche Erkenntnisse auf dem
Boden vieler Arbeiten realisiert werden. Trotzdem ist die Prognose fir viele Betroffene
aufgrund von Rezidiven, Fernmetastasen aber auch teilweise mangelnden klinischen
Standards weiterhin schlecht. Aus diesem Grund ist es unabdingbar, diese Strategien
zu verfeinern und weiter zu entwickeln. Die ldentifizierung von molekularen Markern
wird mittlerweile im Rahmen der diagnostischen, therapeutischen und prognostischen
Aussagekraft aufgrund der Heterogenitat der Sarkome gefordert. Unter diesen Markern
kénnten der Apoptosinhibitor Survivin sowie die potentiellen Hypoxiemarker CA9 und
OPN wichtige Vertreter werden, wobei ihre diagnostische, therapeutische und
prognostische Bedeutung, auch bei Weichteilsarkomen, in verschiedenen Studien
schon aufgezeigt, aber noch nicht umfassend nachgewiesen werden konnte. Anhand
von immunhistochemischen Farbungen wurde das Tumorkollektiv lichtmikroskopisch
auf die Expression von Survivin, CA9 und Osteopontin untersucht und mittels IRS
Score ausgewertet. Im Anschluss daran erfolgte eine Auswertung der
immunhistochemischen Nachweise mit dem tumor-spezifischen Uberleben. Ziel dieser
Arbeit war es, zu untersuchen, welche Bedeutung die Proteinexpression von Survivin,
Carboanhydrase 9 und Osteopontin als prognostischer Biomarker flr Synovial- und
Leiomyosarkome hat.
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3. Material und Methodik

3.1 Material

3.1.1 Patientengut, Tumorcharakteristik und Recherchen

Untersucht wurden 50 Tumoren davon 26 Synovial- und 24 Leiomyosarkome. Davon
waren 34 Primartumoren, 11 Rezidive und 5 Metastasen (siehe Tabelle 4). Das
Tumormaterial war in Paraffin eingebettet. Die Sammlung entstand zwischen 1979 und
2005 und stammte aus dem Institut fiir Pathologie, Martin Luther Universitat-Halle; der
Klinik far Allgemein- und Viszeralchirurgie, Universitat Leipzig; dem Institut fur
Pathologie, Charit¢é — Universitatsmedizin Berlin und dem Zentrum flr
Muskuloskeletale Chirurgie, Charité — Universitatsmedizin Berlin.

Es wurden von jedem Tumorblock jeweils 4 Schnittpraparate fir HE-, Survivin-,
Osteopontin- und Carboanhydrase 9-Farbungen angefertigt. Die HE — Schnittpraparate
wurden durch Herrn Prof. Dr. H.J. Holzhausen aus dem Institut fir Pathologie des
Universitatsklinikums Halle erneut histologisch untersucht und hinsichtlich der Dignitat,
des Gradings und des Stadiums nochmals bestatigt bzw. erganzt.

Die retrospektiv fehlenden klinischen Daten wurden durch entsprechende Recherchen
vervollstandigt. Dies erfolgte durch Einsichtnahmen in die Ubersichtsberichte des
Tumorzentrums der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, pathologische Berichte
aus dem Institut fur Pathologie des Universitatsklinikums Halle und des Zentrums fir
muskuloskeletale Chirurgie der Charité — Universitdtsmedizin Berlin. Ebenfalls
erfolgten schriftliche Anfragen an ambulante Niederlassungen (Gemeinschaftspraxis
Rohrberg/Hurtz/Schmidt/Frank-Gleich, Halle; Dr. med. W. Reichelt, (Facharzt fir
Allgemeinmedizin, Helbra). Weiterhin wurden beziglich fehlender Uberlebensdaten
verschiedene Einwohnermeldedmter mittels Schriftverkehr zu Rate gezogen (Stadt
Nurnberg, Kdsching, Sachsen bei Ansbach, Waldsassen, Offenbach am Main).

3.1.2 Histologie

Die Tumoren (Priméartumor, Rezidiv, Metastase) wurden in den Zeitrdumen von 1979 —
2005 diagnostiziert. Eine histologische Begutachtung erfolgte im Zeitraum 2006 - 2007
durch Herrm Prof. Dr. H.J. Holzhausen aus dem Institut fir Pathologie des

Universitatsklinikums Halle, zur erneuten Sicherung der Entitaten und erganzenden
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Beurteilungen beziglich unvollstandiger klinischer Parameter (Grading, Tumorstadium,
Subklassifizierung) an HE-gefarbten Paraffinschnitten.

Die Klassifizierung erfolgte nach den Empfehlungen von Enzinger und Weiss (2008).
Es konnten 7 biphasische, 4 monophasisch-epitheliale, 12 monophasisch-fibrése und 3
undifferenzierte Synovialsarkome klassifiziert werden (siehe Abb.5). Die 24
Leiomyosarkome wurden hinsichtlich der Sybtypisierung nicht untersucht bzw.

kategorisiert.

Synoviale Sarkome - histologische Klassifizierung

® monophasisch-fibrés 12 (46,2%)

u biphasisch-epithelial 7 (26,9%)

u monophasisch-epithelial 4 (15,4%)

m undifferenziert 3 (11,5%)

Abbildung 5: Haufigkeitsverteilung der Subtypen fir Synovialsarkome

3.1.3 Graduierung

Multifaktorielle Gradingsysteme fur Weichteilsarkome existieren seit den 80er Jahren.
Trojani et al. entwickelten 1984 das erste System unter Bertcksichtigung von
Tumordifferenzierung, Mitosezahl und dem Vorhandensein von Nekrosen [7, 158]. Es
wurden weitere Systeme so z.B. von Myhre Jensen, Costa, Coindre, Hashimoto und
van Unnik in den 80er und 90er Jahren erstellt [159, 160, 161, 162, 163]. Zudem
lassen sich die Gradingsysteme in dreistufige (FNCLCC) und vierstufige (UICC)
Klassifikationsschemata unterteilen.

Es ist schwierig, ein geeignetes Grading fur alle Weichteilsarkomentitaten zu
etablieren, da die verschiedenen Scoring-Parameter eines Gradingsystems nicht flr
alle Sarkomtypen als gleichwertig zu betrachten sind [7].

Bei der Graduierung der Synovial- und Leiomyosarkome wurde das System nach van

Unnik et al. [163] angewendet. Bei diesem relativ einfachen dreistufigen
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Klassifikationssystem werden als Parameter die Tumornekrosen und die Mitosen/10
HPF beurteilt und mit Bewertungszahlen von 0-2 versehen, und nach entsprechender

Einordnung ergeben sich die Malignitatsgrade von 1-3 (siehe Tabelle 4).

Tabelle 3: Drei-und vierstufiges Grading nach FNCLCC und UICC (aus [8])

Grading dreistufig Grading vierstufig
(FNCLCC) (UICC)
niedriggradig Grad 1 Grad 1
Grad 2
hochgradig Grad 2 Grad 3
Grad 3 Grad 4

Tabelle 4: Grading System nach van Unnik modif. nach [7]

Mitosen/10 HPF — Bewertungszahl(BZ2) Nekrosen —
Bewertungszahl(BZ2)

<3- BZO Keine Nekrosen - BZ O
3-20-BZ 1 Nekrosen vorhanden - BZ 1
>20- BZ 2
Bewertungszahl Bewertungszahl Malignitatsgrad

Mitosen Nekrosen
0 0bzw. 1 1

1 oder 2 0bzw. 1
2 1
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3.1.4 TNM-Klassifikation und Tumorstadium

Die Bestimmung der Tumorstadien erfolgte nach den UICC/AJCC-Richtlinien. Hierbei
werden das Grading, die Tumorgrésse, die Tumortiefe sowie Lymphknoten- oder
Fernmetastasen beriicksichtigt (siehe Tabelle 5 und 6) [1]. Diese Parameter bilden die
Grundlage der Stadieneinteilung, wobei das Grading, die Tumorgrésse und die
Tumortiefe (superficial/profund) prognostisch relevant sind [8].

Entsprechend den Stadien wurden fir das Tumorkollektiv die Ziffern 1-4 vergeben,

wobei Stadium la/b und Stadium lla/b jeweils zu 1 und 2 zusammengefasst wurden.

Tabelle 5: TNM — Klassifikation (Kurzfassung UICC/AJCC 2010) modif. nach [8]

Klassifikation nach TNM Parameter

T1 <5cm

Tla Superficial (oberflachlich)

T1lb Profund (tief)

T2 >5cm

T2a Superficial (oberflachlich)

T2b Profund (tief)

N1 Lokoregionare Lymphknotenmetastasen vorhanden
M1 Fernmetastasen vorhanden

Anmerkung: Ein oberflachlicher Tumor ist vollstdndig oberhalb der oberflachlichen Faszie
lokalisiert und infiltriert diese nicht. Hat ein Tumor Kontakt zur Faszie, infiltriert diese oder liegt
unterhalb, handelt es sich um eine tiefe Lokalisation. Neben mediastinalen, retroperitonealen
und pelvinen Tumoren handelt es sich bei den folgenden Lokalisationen definitionsgemafld um
tiefe Tumoren: Kopf, Nacken, Axilla, paraspinal, Leistenbeuge, Schenkeldreieck, Kniekehle,
Ellbeuge, Hand- und FuBwurzel, Ferse und Mittelful® [8].

Tabelle 6: Stadieneinteilung (UICC/AJCC 2010) modif. nach [8]

Stadium Grad T N M
1A G1/G2 Tla/b NO MO
IB G1/G2 T2alb NO MO
A G3/G4 Tlal/b NO MO
[] G3/G4 T2a NO MO
I G3/G4 T2b NO MO
\ jedes G jedes T N1 MO
jedes G jedes T jedes N M1
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3.1.5 Tumorlokalisation

Grundsatzlich

unterscheiden sich die bevorzugten

Lokalisationen fur

beide

Tumorentitaten. So treten die Synovialsarkome am haufigsten im Bereich der

Extremitaten und die Leiomyosarkome im Bereich des Retroperitoneums auf (siehe

Einleitung). Die verschiedenen Tumorlokalisationen mit Bezifferung zur klinischen und

statistischen Datenerfassung sind in Tabelle 7 aufgefiihrt.

Tabelle 7: Einteilung der Lokalisationen

Ziffer 1-6 Lokalisationen Ziffer 7-12 Lokalisationen
1 Kopf 7 Bauchwand
2 Hals 8 Intraabdominal
3 Obere Extremitat 9 Retroperitoneal
4 Schulter 10 Hufte/Becken/Gesal
5 Thoraxwand 11 Untere Extremitat
6 Intrathorakal/mediastinal 12 multilokular

Aufgrund der unterschiedlichen Verteilungsmuster und der geringen Fallzahl wurden

die Lokalisationen nach ihrer Haufigkeit in Reihenfolge zusammengefasst (siehe

Tabelle 8).

Tabelle 8: Einteilung der zusammengefassten Lokalisationen

Ziffer Zusammengefasste Lokalisationen
1 Extremitaten, Becken/ Hufte/Gesal, Schulter
2 Korperstamm - Thorax-/Bauchwand, intrathorakal/mediastinal
3 Kopf/Hals
4 Abdomen/Retroperitoneum
5 Multilokular
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3.1.6 Resektionsart und Resektionsgrad

Die Resektionsart und der Resektionsgrad sind wichtige Parameter im Rahmen der
klinischen Datenerfassung und haben prognostische Relevanz. Die chirurgische
Therapie bestimmt die Resektionsart und wird in Tabelle 9 dargestellt. Auch hier
erfolgte die entsprechende Zuordnung und Bezifferung. Entsprechend der Radikalitat
und der vollstandigen bzw. unvollstéandigen Entfernung des Tumorgewebes wurden die
einzelnen Eingriffe zusammengefasst. Der Resektionsgrad wird als RO — R2 (R =
Residual) angegeben (siehe Tabelle 10). Fiur die 50 Patienten konnte der gesamte

Resektionsstatus erfasst und eingepflegt werden.

Tabelle 9: Einteilung der Resektionsarten

Resektionsart Radikalitat

e Primare weite Exzision Vollstandige Entfernung des
e Primare Kompartmentresektion ﬁ}tumortragenden Gewebes  (radikale

e Primare GliedmaRenamputation | Entfernung — RO)

e Primére Tumorausschalung ¢>Es besteht ein Tumorrest aufgrund der
n

e Palliative Tumormassenreduktio eingeschrankten  Resektabilitat  (nicht

radikale Entfernung — R1 bzw. R2)

Tabelle 10: Einteilung des Resektionsgrades

Resektionsgrad Beurteilung

RO Vollstandige Entfernung des Tumors, mikroskopisch ist der
Absetzungsrand frei von Tumorzellen

R1 Vollstandige Entfernung des Tumors, mikroskopisch reichen
die Tumorzellen bis an den Absetzungsrand heran bzw.
dartiber hinaus, makroskopisch kein Tumor zu eruieren

R2 Keine vollstandige Entfernung des Tumors, makroskopischer
Nachweis von Tumorgewebe
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3.1.7 Antikorper

Die verwendeten Primarantikdrper gegen Survivin, CA9 und OPN sind in der Tabelle
11 aufgelistet. Eine Reaktion gegen Survivin erfolgte im Zytoplasma und im Kern, fir

CA9 im Bereich der Zellmembran und des Zytoplasmas und fir OPN im Zytoplasma.

Die Positivkontrollen wurden an den empfohlenen Geweben der

Hersteller

durchgefuhrt. Die Negativkontrollen erfolgten mittels Antikdrperverdinnungsmedien

ohne Primé&rantikorper.

Tabelle 11: Verwendete Primarantikorper, Beschreibung und Vorbehandlung

Antikorper Name Hersteller Vorbehandlung | Verdiinnung Positiv-
(primér) kontrolle
Swv AF 886 RD Systems 1:400 Kolonmukosa
Kaninchen 30 min in fur 20
min im
CA9 MN75Mab Bayer Dampfgarer 1:100 Nierenzell-
Maus Healthcare vorgewarmtes karzinom
Natriumcitrat
OPN Maus NCL-O - Novocastra pH=6 1:50 Gallenblase
PONTIN

3.2 Methoden

3.2.1 Immunhistochemischer Nachweis

Der immunhistochemische Nachweis von Survivin, CA9 und Osteopontin erfolgte
mittels der Avidin — Biotin — Komplex — Methode. Diese Methode basiert auf der
Fahigkeit des Eiweil3glykoproteins Avidin (68 kDa), 4 Molekile des Vitamins Biotin
physisch zu binden [164].

Der Priméarantikérper ist spezifisch gegen das zu bestimmende Antigen gerichtet. Ein
Sekundarantikorper, welcher mit Biotin konjugiert ist besitzt die Fahigkeit, sich an den
Primarantikdrper zu binden. Mittels des Peroxidase-konjugierten Avidin-Biotin
Komplexes wird das Biotin des Sekundarantikorpers durch die freien Stellen des
Avidins gebunden. Die Peroxidase reagiert mit einem geeigneten Farbstoff
(Chromogen), wodurch die Antigene sichtbar gemacht werden.

Diese indirekte Farbemethode besitzt aufgrund der ausgepragten Affinitat des Avidin

gegeniber dem Biotin eine hohe Sensibilitét.
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3.2.2 Immunhistochemische Farbungen

Es wurden jeweils vier 2-4 um dicke Paraffinschnitte der vorhandenen Tumorbldcke
angefertigt und auf die Objekttrdger aufgezogen. Die Paraffinschnitte wurden 2
Stunden bei 60°C getrocknet und anschlieBend mit Xylol entparaffiniert (mind. 2 x 5
Minuten). Danach erfolgte die partielle Rehydratation Uber eine absteigende
Alkoholreihe bis zur Spulung mit Aqua dest.

Fir die Antigendemaskierung wurden fir alle 3 Antikorper die Schnittpraparate in
gleicher Art und Weise fur 30 Minuten im vorgewarmten Natriumcitrat (fir 20 Minuten
im Dampfgarer) bei pH-6 vorbehandelt.

AnschlieRend erfolgte nach der Abkihlung fir 20 Minuten im Kochpuffer und Spilung
mit Aqua dest., die Inkubation in 3%iger H,O,-Losung fur 7-10 Minuten. Durch diesen
Schritt wurde die endogene Peroxidase blockiert. Danach Spullung mit Aqua dest. und
Hinzugabe von Puffer (PBS fiir Svv, CA9, OPN).

Als nachster Schritt wurde ein Proteinblock zur Minimierung von unspezifischen
Gewebsreaktionen z.B. unerwinschten Hintergrundfarbungen, durch Inkubation fir 5
Minuten mit einer geeigneten Blockierungslésung (Zytochem Plus HRP Kit, Zytomed
Systems Berlin) durchgefinhrt.

Dann erfolgte die Markierung mit dem Primarantikdrper fur 30 Minuten bei 37°C (die
entsprechenden Verdinnungen der Primarantikorper sind in Tabelle 12 dargestellt).
AnschlieBend erneute Spulung mit Puffer (PBS). Nun wurde die Inkubation bei
Raumtemperatur fur 15 Minuten mit dem biotinylierten Sekundarantikorper
(polyvalenter Briickenantikdrper, Broad Spectrum) eingeleitet.

Nach nochmaliger Gabe von Pufferlésung wurde der Peroxidase-Avidin-Biotin-
Komplex (HRP — Zytochem Plus HRP Kit von Zytomed Systems Berlin) hinzugegeben.
Es schloss sich eine 15 minitige Inkubation bei Raumtemperatur an. Im Anschluss
wurde nach Spilung mit Pufferldosung das Chromogen AEC (Aminoethylcarbazol) fir
10 Minuten hinzugegeben, um eine enzymatische Reaktion mit der Peroxidase zu
realisieren. Das Chromogen AEC bildet am Ort des Zielantigens ein rotbraunes
Reaktionsprodukt. Nachdem mittels Leitungswasser und Aqua dest. erneut gespult
wurde, erfolgte zum Schluss eine Kerngegenfarbung mit Hamalaun nach Mayer fir 40-
60 Sekunden, Blauen in Leitungswasser fir 10 Minuten und Eindecken der

Objekttrager mit Glyceringelatine.
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3.2.3 Mikroskopie

Die mikroskopische Auswertung der gefarbten Objekttrager erfolgte mit dem Mikroskop
Leica DM LS der Firma Leica Mikroskopie und Systeme GmbH (Objektiv: 40x, Okular

10x) durch Herrn Prof. Dr. med. H.J. Holzhausen und mich selbst.

3.2.4 Immunreaktiver Score hach Remmele und Stegner

Bewertet wurden die Schnittpréaparate nach dem sog. Immunreaktiven Score (IRS),
welcher eine semiquantitative Beurteilung zulasst. Es werden als Faktoren die
Farbeintensitat (S| = engl. staining intensity) und der Prozentsatz positiver Farbeanteile
(PP = engl. percentage points of positiv cells) verwendet. Die ermittelten Punktwerte
ergeben multipliziert das Produkt welches den IRS-Wert wiederspiegelt, wobei Werte
von 0 — 12 Punkten moglich sind (siehe Tabelle 12).

Die Auswertung erfolgte fur Survivin, CA9 und OPN nach den vorgegebenen Werten
fur den IRS Score. Die Auswertung der Antikorperreaktion gegen Survivin, erfolgte
aufgrund der simultanen Farbungen der Zellkerne und des Zytoplasmas fur beide
Reaktionen getrennt, also IRSX®™ und IRS?Pasma,

Die mikroskopischen Untersuchungen und Bewertungen wurden durch einen

erfahrenen Pathologen (Herrn Prof. Dr. H.J. Holzhausen) und mich durchgefuhrt.

Tabelle 12: IRS — Berechnung und Bewertung

Farbeintensitat(Sl) | Faktor | Farbeanteil Faktor IRS Bewertung
keine 0 kein Anteil 0 0-2 negativ
schwach 1 1-10 % 1 3-4 schwach positiv
moderat 2 11-50 % 2 6-8 moderat positiv
starke 3 51-80 % 3 9-12 stark positiv
>80 % 4
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3.2.5 Statistische Analysen

Die statistische Analyse wurde mit dem Statistikprogramm SPSS 17.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL) durchgefiihrt. Die Assoziationen zwischen den immunhistochemischen
Farbungen und den Kklinischen Daten wurden anhand des Chi2-Test errechnet.
Klinische einbezogene Daten waren z.B. Geschlecht, Tumorstadium,
Tumorlokalisation, Grading und Resektionsart.

Zur Darstellung und Berechnung der Korrelationen zwischen den Proteinexpressionen
und dem Gesamtiiberleben, wurde das multivariate Cox-Regression-Modell genutzt.
Damit sollte die prognostische Signifikanz und die Unabhangigkeit des Parameters
Gesamtuiberleben ermittelt werden. Adjustiert wurde die multivariate Analyse nach dem
Tumorstadium, der Tumorlokalisation und der Resektionsart. Ein p-Wert < 0,05 wurde
als statistisch signifikant angesehen.
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4. Ergebnisse
4.1 Alters-und Geschlechterverteilung, Uberleben

Insgesamt wurden 50 Sarkome untersucht. Davon waren 26 (52%) Synovial- und 24
(48%) Leiomyosarkome. Es waren 21 (42%) maénnliche und 29 (58%) weibliche
Patienten. Der Median bezogen auf das Diagnosealter (Erstdiagnose) ergab fur alle
Sarkome zusammengefasst 55 Jahre, der Mean lag bei 47,8 Jahren. Bei den
Synovialsarkomen ergab sich ein Median von 30,5 Jahren und ein Mean von 33,4. Fir
die Leiomyosarkome lag der Median bei 63,0 und der Mean bei 63,4 Jahren.
Insgesamt waren 32 (64%) Patienten im Erhebungszeitraum (1979-2005) verstorben,
18 (36%) Patienten lebten noch zum Zeitpunkt der Berechnungen. Bei beiden Entitaten

gab es keine Unterschiede hinsichtlich des Gesamtiiberlebens (siehe Tabelle 13).

Tabelle 13: Ubersicht Alter, Geschlecht und Uberleben (Anzahl in %, Alter in Jahren)

Diagnosealter | Geschlechterverteilung Uberleben
Anzahl n in Jahren
mean | median mannlich weiblich lebt verstorben

Synovialsarkome | 26(52%) | 33,38 | 30,5 | 11(42,3%) | 15(57,7%) | 9(34,6%) | 17(65,4%)

Leiomyosarkome | 24(48%) | 63,42 | 63,0 | 10(41,7%) | 14(58,3%) | 9(37,5%) | 15(62,5%)

Gesamt 50(100%) | 47,8 55 | 21(42%) 29(58%) | 18(36%) | 32(64%)
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4.2 Tumorgrad, Tumorstadium, Tumorlokalisation und Resektionsgrad

Klinische Daten fur Tumorgrad, Tumorstadium, Tumorlokalisation und Resektionsgrad
konnten fur alle 50 Falle erfasst werden. Die Haufigkeiten und Verteilungen sind
entsprechend in der Tabelle 14 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 14: Haufigkeiten der klinischen Prognose-Parameter (Anzahl/Prozent)

Synovial- Leiomyo- Gesamt
sarkome sarkome
Tumorgrad
Grad | 2 (7,7%) 3 (12,5%) 5 (10%)
Grad Il 13 (50%) 8 (33,3%) 21 (42%)
Grad llI 11 (42,3%) 13 (54,2%) 24 (48%)
Tumorstadium
Stadium | 2 (7,7%) 3 (12,5%) 5 (10%)
Stadium I 15 (57,7%) 7 (29,2%) 22 (44%)
Stadium Il 6 (23,1%) 11 (45,8%) 17 (34%)
Stadium IV 3 (11,5%) 3 (12,5%) 6 (12%)
Tumorlokalisation
Extremitaten 21 (80,8%) 12 (50%) 33 (66%)
Bauchwand 2 (7,7%) 1 (4,2%) 3 (6%)
Kopf/Hals 2 (7,7%) 0 2 (4%)
Abdomen/Retroperitouneum 1 (3,8%) 11 (45,8%) 12 (24%)
Resektionsgrad
Komplette Exzision (RO) 23 (88,5%) 15 (62,5%) 38 (76%)
Inkomplette Exzision (R1/2) 3 (11,5%) 9 (37,5%) 12 (24%)

Tumorgrad

Insgesamt wurden 5 Sarkome (10%) mit Grad | (niedriggradig), 21 Sarkome (42%) mit
Grad Il (mittelgradig) und 24 Sarkome (48%) mit Grad IIl (hochgradig) nach van Unnik
et al. bewertet (siehe Abb. 6).
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Tumorgrad gesamt

mGrad | n=5 (10%)
E Grad Il n=21 (42%)

= Grad |1l n=24 (48%)

Abbildung 6: Gesamtverteilung Tumorgrad

Fir die Synovial- und Leiomyosarkome ergaben sich folgende Verteilungen:

50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

EGrad | n=2 (7,7%)
E Grad Il n=13 (50%)

uGrad Il n=11 (42,3%)

synoviale Sarkome

Abbildung 7: Verteilung Tumorgrad - Synovialsarkome

60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

mGrad | n=3 (12,5%)
mGrad Il n=8 (33,3%)
u Grad Il n=13 (54,2%)

Leiomyosarkome

Abbildung 8: Verteilung Tumorgrad — Leiomyosarkome
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Tumorstadium

Bezuglich der Gesamtverteilung ergaben sich im Stadium | 5 Falle (10%), Stadium I
22 Félle (44%), Stadium Il 17 Falle (34%) und im Stadium IV 6 Falle (12%). Eine
unterschiedliche Verteilung in beiden Tumorgruppen trat vor allem in Stadium Il und IlI

auf. So wiesen von den Synovialsarkomen 15 (57,7%) das Stadium Il und 6 (23,1%)

das Stadium Il auf. Bei den Leiomyosarkomen wiesen 7 (29,2%) das Stadium Il und

11 (45,8%) das Stadium IIl auf. Eine mdgliche Erklarung fir diese Umkehr, war die

unterschiedliche Verteilung der Lokalisation beider Entitaten. Die im Bereich des

Retroperitoneums haufiger auftretenden Leiomyosarkome werden wahrscheinlich

spater diagnostiziert woraus sich ein fortgeschrittenes Stadium ergeben kdnnte.

Stadienverteilung gesamt

m Stadium | n=5 (10%)

m Stadium Il n=22 (44%)
= Stadium 11l n=17 (34%)
m Stadium IV n=6 (12%)

Abbildung 9: Gesamtverteilung der Stadien
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synoviale Sarkome

m Stadium | n=2 (7,7%)

m Stadium Il n=15 (57,7%)
= Stadium 11l n=6 (23,1%)
= Stadium IV n=3 (11,5%)

Abbildung 10: Stadienverteilung — Synovialsarkome
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45 -
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u Stadium | n=3 (12,5%)

u Stadium 1l n=7 (29,2%)
u Stadium 11l n=11 (45,8%)
m Stadium IV n=3 (12,5%)

Leiomyosarkome

Abbildung 11: Stadienverteilung — Leiomyosarkome

Tumorlokalisation

Anhand der erfassten klinischen Daten zeigte sich, dass die Extremitaten mit 33 Fallen
(66%) als haufigste Lokalisation, gefolgt vom Abdomen/Retroperitoneum mit 12 Fallen
(24%) auftraten. Am Korperstamm wurden 3 Falle (6%) und im Bereich des
Kopf/Halses 2 Falle (4%) eruiert (siehe Abb. 12). In Bezug auf die einzelnen Entitaten
ergaben sich wie erwartet unterschiedliche Verteilungen. So war bei den
Synovialsarkomen die Extremitat die fihrende Lokalisation mit 21 Fallen (80,8%). Bei
den Leiomyosarkomen waren sowohl die Extremitaten mit 12 Fallen (50%), als auch
das Abdomen/Retroperitoneum mit 11 Fallen (45,8%) die Hauptlokalisationen (siehe
Abb. 13 u. 14).

Verteilung Lokalisationen gesamt

m Extremitaten 33 (66%)
u Abdomen/Retroperitoneum 12 (24%)
u Rumpf 3 (6%)

u Kopf/Hals 2 (4%)

Abbildung 12: Gesamtverteilung der Lokalisationen
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90 - m Extremitaten 21 (80,8%)
80 -
70 - ® Bauchwand 2 (7,7%)
60 - m Kopf/Hals 2 (7,7%)
50 A
40 - ®m Abdomen/Retroperitoneum 1 (3,8%)
30 -
20 ~
10 A

0 HE BN e

Lokalisation synoviale Sarkome

Abbildung 13: Verteilung Lokalisation — Synovialsarkome

60 - m Extremitaten 12 (50%)
50 - mBauchwand 1 (4,2%)
40 - = Kopf/Hals 0 (0%)
30 + = Abdomen/Retroperitoneum 11 (45,8%)
20 +
10 -
0 ] .

Lokalisation Leiomysarkome

Abbildung 14: Verteilung Lokalisation — Leiomyosarkome

Resektionsgrad

Von den 50 Tumoren konnten 38 (76%) vollstandig exzidiert werden (R0). 12 (24%)
Tumoren wiesen einen mikroskopischen bzw. makroskopischen Tumorrest auf (R1
bzw. R2). Die Verteilung auf beide Tumorgruppen zeigte sich heterogen. So konnten
23 (88,5%) der Synovialsarkome vollstandig im Gesunden entfernt werden. Bei den
Leiomyosarkomen wurden 15 (62,5%) komplett exzidiert. Eine moégliche Erklarung fur
diesen Unterschied, war das differente Lokalisationsmuster beider Entitdten und die
damit einhergehende eingeschrénkte Resektabilitat der Tumoren im Bereich des

Abdomens bzw. Retroperitoneums.
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m komplette Exzision (R0O) n=38 (76%)

minkomplette Exzision (R1/R2) n=12 (24%)

synoviale Sarkome

Leiomyosarkome

Abbildung 15: Verteilung komplette/inkomplette Exzision
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4.3 Auswertung der Survivin Proteinexpression

Tabelle 15: Verteilung der Immunhistochemischen Nachweise fir Survivin im
Zytoplasma und im Kern

IRS-Werte Survivin
Zytoplasma Synovialsarkome Leiomyosarkome Gesamt
(4 Gruppen)

negativ 0-2 4 4 8
schwach 3-4 6 9 15
moderat 6-8 9 10 19
stark 9-12 7 1 8

26 24 50
IRS-Werte Survivin Synovialsarkome Leiomyosarkome Gesamt
Kern

(3 Gruppen)

negativ 0-2 17 12 29
schwach 3-4 2 8 10
moderat 6-8 7 4 11

26 24 50

Die zytoplasmatische Survivinexpression (IRS) der Synovialsarkome (n=26) zeigte sich
negativ in 4, schwach in 6, moderat in 9 und stark in 7 Fallen bzw. negativ in 17,
schwach in 2 und moderat in 7 Fallen hinsichtlich der nukledren Expression (IRS). Bei
den Leiomyosarkomen (n=24) liel3en sich beztglich der zytoplasmatischen Expression
4 negative, 9 schwache, 10 moderate Falle und 1 starker Fall detektieren. Die nukleare
Expression ergab 12 negative, 8 schwache und 4 moderate Félle. Bei beiden Entitaten
zeigten sich keine stark positiven Befunde (IRS 9-12) fiir Kernfarbungen.

Trotz der héheren Anzahl fur IRS 9-12 im Zytoplasma bei den Synovialsarkomen,
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede bezlglich der Survivinexpression in
beiden Tumorgruppen, so dass zur Erweiterung der statistischen Auswertung die
Entitaiten zusammengefasst werden konnten. Die Einteilung erfolgte zuvor in 4
Gruppen (Zytoplasma), respektive 3 Gruppen (Kern) fiir die Berechnungen (siehe
Tabelle 15).
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Mittels multivariater Cox-Regressionsanalyse (adjustiert nach Tumorstadium,
Tumorlokalisation und Resektionsgrad) zeigte sich fur die Survivinexpression sowohl
im Zytoplasma als auch im Kern eine statistisch signifikante Korrelation zur Prognose
von Synovial- und Leiomyosarkompatienten.

Patienten mit einer moderaten Expression im Zytoplasma hatten ein 5,7-fach erhdhtes
Risiko (p = 0,004) am Tumorleiden zu versterben, im Vergleich zu Patienten deren

Tumoren eine schwache zytoplasmatische Farbung aufwiesen (siehe Abbildung 16).

i Survivin-Expression
10 im Zytoplasma
~IIRS 3-4 schwach
IRS 0-2 negativ
=IRS 6-8 moderat
0.5 =TIRS 9-12 stark
c
@
£ 057
[
=
o
-
2
E 0,47
X
0,27
0,0

| I T I
0 a0 100 130 200 250

Uberlebenszeit in Monaten

Abbildung 16: Multivariate Cox-Regressionsanalyse — Svv-Expression im Zytoplasma

Tabelle 16: Svv-Expression im Zytoplasma (n=50)— Signifikanz und relatives Risiko

Svv im Zytoplasma Signifikanz RR 95,0% Konfidenzinterv. fir RR
Untere Obere
Svv IRS 3-4 schwach
Referenz 1

Zytoplasma
Svv IRS 0-2 negativ

0,055 4,155 0,967 17,853
Zytoplama
Svv IRS 6-8 moderat

0,004 5,661 1,723 18,595
Zytoplasma
Svv IRS 9-12 stark

0,241 2,386 0,558 10,213
Zytoplasma
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Vergleichbare Ergebnisse ergaben sich fur Patienten, deren Tumoren eine moderate
Farbung der Kerne aufwiesen gegeniber den Patienten mit einer schwachen
Kernfarbung. Das Risiko am Tumorleiden zu versterben, war fiur Patienten deren
Tumoren die moderate Survivinexpression zeigten ebenfalls signifikant um das 5,7-
fache erhéht (p = 0,022, siehe Abbildung 17).

Survivin-Expression
1.0 im Kern
~IIRS 0 schwach
=IIRS 3 negativ
=IIRS 6 moderat

0,87

Kum. Uberleben

S

A —

1 | T I
50 100 150 200 250

0,0

Uberleben in Monaten

Abbildung 17: Multivariate Cox-Regressionsanalyse — Svv-Expression im Kern

Tabelle 17: Svv-Expression im Kern, gesamte Féalle (n=50) — Signifikanz und relatives
Risiko

Svv im Kern Signifikanz RR 95,0% Konfidenzinterv. fir RR

Untere Obere

Svv IRS 3-4 schwach

Kern Referenz 1

Svv IRS 0-2 negativ 0,110 3,109 0,774 12,488

Kern

Svv IRS 6-8 moderat 0,022 5,705 1,289 25,257

Kern
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Als néchstes Uberpriften wir die Moglichkeit eines additiven Effektes der moderaten
gegenuber der schwachen Survivinexpression im Zytoplasma und im Kern beziglich
des Gesamtiuberlebens der Patienten. Hierzu wurden die Patienten in 3 Gruppen
eingeteilt. In Gruppe 1 wurden die Patienten (n=6) eingeschlossen, deren Tumoren
eine schwache Farbung in beiden Kompartimenten aufwiesen (Zytoplasma/Kern IRS 3-
4). In Gruppe 2 waren alle Patienten mit den restlichen Farbungen (n=35). In Gruppe 3
wurden die Patienten (n=9) eingeschlossen, deren Tumoren eine moderate/starke
Survivinexpression im Zytoplasma (IRS = 6) und eine moderate Farbung im Kern (IRS
2 6) hatten.

Als signifikantes Ergebnis zeigte sich bei den Patienten der Gruppe 3 (moderate/starke
Expression im Zytoplasma, moderate Expression im Kern, IRS = 6) ein deutlich
erhohtes Risiko am Tumorleiden zu versterben (24,8-fach, p = 0,003) gegenuber der
Gruppe 1 mit einer schwachen Expression im Zytoplasma und im Kern (siehe
Abbildung 18, Tabelle 18). In der Kaplan-Meier Analyse ergab sich fiir Gruppe 3 ein
durchschnittliches Uberleben von 29 Monaten gegentber der Gruppe 1, mit einer
durchschnittlichen Uberlebensdauer von 73 Monaten (p = 0,17). Dieses Ergebnis war
aufgrund der geringen Fallzahlen in den einzelnen Gruppen aber nicht signifikant.
Weiterhin ergab sich ein 9,4-faches Risiko (p = 0,024) fir Patienten der Gruppe 2
gegenuber der Referenzgruppe 1. Die Gruppe 2 schloss die restlichen Patienten ein,
bei denen eine Expression in nur einem der beiden Kompartimente mit IRS = 6 oder
IRS = 3-4 auftrat.

42



Ergebnisse

1,077

0,87

0,67

0,47

Kum. Uberleben

0,2

0,0

Sunivin-Expression
im Kern &
Zytoplasma

IRS 3-4 Kern und
—sztnplasnm
= Tandere
IRS =6 Kern und
Zytoplasma

1
100

Uberlebenszeit in Monaten

I
130

T
200

230

Abbildung 18: Multivariate Cox-Regressionsanalyse — Svv-Expression im Kern und

Zytoplasma (n=50)

Tabelle 18: Svv-Expression im Kern

relatives Risiko

und Zytoplasma (n=50)

— Signifikanz und

Svv-Expression im Signifikanz RR 95,0% Konfidenzinterv. fir RR
Kern und Zytoplasma Untere Obere
Svv IRS 3-4 Kern und Referenz 1

Zytoplasma

Svv andere 0,024 9,384 1,340 65,735
Svv IRS26 Kern und 0,003 24,779 2,924 209,996
Zytoplasma
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4.4 Auswertung der Carboanhydrase 9 Proteinexpression

Tabelle 19: Immunhistochemische Verteilung fir CA9

modifizierte IRS-Werte Synovialsarkome | Leiomyosarkome | Gesamt

CA9

Zytoplasma/membranar

negativ 0 10 3 13

schwach 1-3 8 7 15

moderat/stark 4-12 8 14 22
26 24 50

Von den 50 Gesamtfdllen ergaben sich 13 negative, 15 schwache und 22
moderat/stark  positive = CA9-Expressionsmuster. Davon waren bei den
Synovialsarkomen 10 Falle negativ, 8 schwach positiv und 8 moderat/stark positiv.
Unter den Leiomyosarkomen waren 3 Falle negativ, 7 schwach positiv und 14 Falle
moderat/stark positiv.

Die Einteilung erfolgte in 3 Gruppen (Einteilung nach der 33% und 66% - Perzentile in
Tertilen). Die 1. Gruppe schloss die Félle IRS = 0 (negativ) ein. In der 2.Gruppe
wurden alle Falle mit IRS = 1-3 (schwach) inkludiert. In der 3 Gruppe befanden sich die
restlichen Félle (IRS = 4-12, moderat/stark).

Die primare Auswertung erfolgte unter Einbeziehung aller Falle (n = 50), da auch hier
keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung der Farbungen zwischen beiden
Tumorgruppen bestanden. In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse (adjustiert
nach Tumorstadium, Tumorlokalisation und Resektionsgrad) lieRen sich jedoch keine
statistisch signifikanten Ergebnisse hinsichtlich des tumorbedingten Uberlebens
nachweisen (siehe Abbildung 19, Tabelle 20). Aus diesem Grund, erfolgte unter

Beibehaltung der Gruppeneinteilung die Berechnung flr die Entitaten einzeln.
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Abbildung 19: Multivariate Cox-Regressionsanalyse — CA9 gesamte Félle (n=50)

Tabelle 20: CA9-Expression gesamte Falle (n=50) — Signifikanz und relatives Risiko

CA9-Expression gesamte Signifikanz RR 95,0% Konfidenzinterv. fur
Falle RR
Untere Obere
CA9 IRS 4-12 moderat/stark Referenz 1
CA9 IRS 0 negativ 0,337 1,526 0,645 3,611
CA9 IRS 1-3 schwach 0,795 1,199 0,304 4,724
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Die multivariate Analyse fur die Synovialsarkome (n = 26) erbrachte einen deutlichen
Nachteil fur die Gruppe 2 (IRS 1-3) gegeniber der Referenzgruppe 1 (IRS 0). Das
Risiko am Tumor zu versterben, war fur die Gruppe 2 um das 12,7fache (p=0,025)
signifikant erhéht (siehe Abbildung 20, Tabelle 21). Patienten der Referenzgruppe, bei

der die Tumoren im Prinzip keinerlei Expression von CA9 aufwiesen, hatten die beste

Prognose beziglich des Uberlebens.
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Abbildung 20: Multivariate Cox-Regressionsanalyse — CA9, Synovialsarkome (n=26)

Tabelle 21: CA9-Expression — Synovialsarkome (n=26), Signifikanz und relatives

Risiko
CA9-Expression Signifikanz RR 95,0% Konfidenzinterv. fir RR
Synovialsarkome Untere Obere
CA9 IRS 0 negativ Referenz 1
CA9 IRS 1-3 schwach 0,025 12,73 1,383 117,218
CA9 IRS 4-9 moderat/stark 0,762 1,400 0,159 12,308
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Die Analyse fir die Leiomyosarkome (n = 24) bot ein ganz anderes Ergebnis. Fir diese

Entitat zeigten sich die Uberlebensdaten anders assoziiert. Die beste Prognose hatte
die Gruppe 2 (IRS 1-3) und die schlechteste Prognose hatte die Gruppe 1 (IRS 0) mit

einem relativen Risiko von 3,3 (p = 0,43). Es ergab sich hierfur, wie auch schon bei

den Gesamtféallen, keine statistische Signifikanz (siehe Abbildung 21, Tabelle 22).
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Abbildung 21: Multivariate Cox-Regressionsanalyse — CA9, Leiomyosarkome (n=24)

Tabelle 22: CA9-Expression — Leiomyosarkome (n=24), Signifikanz und relatives

Risiko
CA9-Expression Signifikanz RR 95,0% Konfidenzinterv. fir RR
Leiomyosarkome Untere Obere
CA9 IRS 1-3 schwach Referenz 1
CA9 IRS 4-12 moderat/stark 0,431 0,584 0,153 2,228
CA9 IRS 0 negativ 0,432 3,304 0,168 64,938
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4.5 Auswertung der Osteopontin Proteinexpression

Tabelle 23: Immunhistochemische Verteilung im Zytoplasma fur Osteopontin

Modifizierte IRS-Werte Synovialsarkome | Leiomyosarkome Gesamt
OPN Zytoplasma
Negativ O 14 12 26
Schwach 1-3 8 4 12
Moderat/stark 4-12 4 7 11
26 23 49

Die Auswertungen fir Osteopontin konnten nur fir insgesamt 49 Falle durchgefiihrt
werden, da ein Fall nicht auswertbar war. Insgesamt ergaben sich fir die
zytoplasmatischen OPN Farbungen 26 negative, 12 schwache und 11 moderat/starke
Falle. Die Synovialsarkom wiesen davon 14 negative, 8 schwache und 4
moderat/starke Farbungen auf. Unter den Leiomyosarkomen ergaben sich 12 negative
und 4 schwache Farbungen sowie 7 moderat/starke Farbung. Wie auch bei den
anderen Antikorperreaktionen fir Survivin und CA 9, zeigten sich unter den Farbungen
keine signifikanten Unterschiede im Verteilungsmuster beider Entitédten, so dass die
Falle zunédchst als Gesamtheit betrachtet wurden. Es wurden, wie fur die CA 9 —
Auswertungen, 3 Gruppen gebildet. Auch hier erfolgte im Rahmen der Vergleichbarkeit
der Gruppen die Modifikation des IRS Systems. Gruppe 1 beinhaltete alle negativen
Falle mit IRS = 0. In der Gruppe 2 wurden alle Falle mit IRS 1-3 (schwach)
eingeschlossen. Gruppe 3 schloss die restlichen Falle also IRS 4-12 (moderat/stark)
ein. Die Einteilung erfolgte nach der 33%- und 66% - Perzentile (Tertilen).

In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse (ebenfalls adjustiert nach Tumorstadium,
Tumorlokalisation und Resektionsgrad) ergaben sich keine signifikanten Ergebnisse,
wobei sich in der Grafik die Gruppe 1 (IRS = 0) mit der schlechtesten Prognose
darstellte (siehe Abbildung 21). Wie auch bei den vorherigen Auswertungen, wurden

die Berechnungen fir die einzelnen Entitaten fortgefihrt.
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Abbildung 22: Multivariate Cox-Regressionsanalyse — OPN gesamte Falle (n=49)

Tabelle 24: OPN-Expression — gesamte Félle (n=49), Signifikanz und relatives Risiko

OPN-Expression gesamte Signifikanz [ RR 95,0% Konfidenzinterv. fir RR

Falle Untere Obere

OPN IRS 4-12 moderat/stark Referenz 1

OPN IRS 0 negativ 0,212 2,207 0,636 7,653

OPN IRS 1-3 schwach 0,738 1,273 0,309 5,243
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In der multivariaten Analyse fir die Synovialsarkome (n=26) ergab sich ebenfalls die
schlechteste Prognose fir die Gruppe 1 (IRS = 0). Diesmal jedoch mit einem
signifikanten Ergebnis in Bezug zur Gruppe 2 (IRS 1-3). Es lag ein 5,8-fach erhdhtes
Risiko (p = 0,034), am Tumorleiden zu versterben, vor.

u Osteopontin-Expression
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Abbildung 23: Multivariate Cox-Regressionsanalyse —OPN Synovialsarkome (n=26)

Tabelle 25: OPN-Expression — Synovialsarkome (n=26), Signifikanz und relatives
Risiko

OPN-Expression Signifikanz RR 95,0% Konfidenzinterv. fir RR
Synovialsarkome Untere Obere
OPN IRS 1-3 schwach Referenz 1
OPN IRS 0 negativ 0,034 5,814 1,144 29,541
OPN IRS 4-12 moderat/stark 0,802 1,403 0,100 19,765
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Ahnlich wie bei der Auswertung der CA9 Falle ergab sich fur die Leiomyosarkome
(n=23), wenn auch nicht signifikant, ein ganz anderes Ergebnis als fur die
Synovialsarkome. Die Gruppe 3 (IRS 4-12) wies ein 5,1-fach erhohtes Risiko (p=0,144)
hinsichtlich des Uberlebens in Bezug zur Referenzgruppe 1 (IRS = 0) auf, welches

aber nicht signifikant war.
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Abbildung 24: Multivariate Cox-Regressionsanalyse—OPN Leiomyosarkome (n=23)

Tabelle 26: OPN-Expression —Leiomyosarkome (n=23), Signifikanz und relatives
Risiko

OPN-Expression Signifikanz RR 95,0% Konfidenzinterv. fir RR
Leiomyosarkome Untere Obere
OPN IRS 0 negativ Referenz 1
OPN IRS 4-12 moderat/stark 0,900 1,127 0,176 7,237
OPN IRS 1-3 schwach 0,144 5121 0,574 45,717
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5. Diskussion

5.1 Survivin - Expression in Synovial- und Leiomyosarkomen

Das 1997 entdeckte Protein Survivin gehért zur Familie der Inhibitor-of-Apoptosis-
Proteine und stellt ein wichtiges Bindeglied zwischen der Zellteilung und der Apoptose
dar [58]. Es wird von einigen normalen differenzierten Geweben exprimiert und wird in
vielen Tumorarten, als tumor — assoziiertes Genprodukt, Gberexprimiert [58, 73, 165].

Wir untersuchten immunhistochemisch die Expression von Survivin in beiden
Kompartimenten (Zytoplasma und Kern). Nach quantitativer Erfassung mittels dem
IRS, zeigten sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Expression in beiden
Sarkomentitaten, so dass wir diese zusammengefasst auswerteten (n = 50).
Gegenuber einer schwachen Survivinexpression, korrelierte in der multivariaten
Analyse eine moderate Survivinexpression, sowohl im Zytoplasma als auch im Kern,
mit der schlechtesten Prognose fir die Patienten (RR?"Ke™M=57; p?©°=0,004;
pk®"=0,022). Die Kombination der Expressionen in beiden Kompartimenten zeigte
einen additiven Effekt hinsichtlich des Risikos und ergab ebenfalls die schlechteste
Prognose fiir die Patienten (RR?"*e™ = 24 8; p?***™ = 0,003). Auch die negative
Expression von Survivin im Zytoplasma und im Kern zeigte eine Assoziation zum
Uberleben in Bezug zur schwachen Expression, wenn auch nicht signifikant
(RR?=4,2; p=0,055; RR"*™=3,1; p=0,11). Somit konnten wir Survivin als
unabh&ngigen prognostischen Marker bestéatigen. Kappler et al. konnten Survivin auf
RNA (gRT-PCR) — und Proteinebene (ELISA-Test und Westernhybridisierung) in einer
multivariaten ~ Analyse  ebenfalls als unabh&ngigen  Prognosemarker in
Weichteilsarkomen (verschiedene Entitaten) identifizieren. Hier wiesen die Patienten
mit einer erhdhten Survivinexpression ein bis zu 19,8 -fach erhéhtes Risiko beziglich
des tumorbedingten Versterbens auf, was durch unsere immunhistochemischen
Ergebnisse unterstutzt wird [81]. Aber auch in anderen Tumoren, wie z.B. dem
Magenkarzinom [102], dem kolorektalen Karzinom [76], dem hepatozellularen
Karzinom [166] und dem nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom [78] konnten
Korrelationen zwischen der Uberexpression von Survivin und einer schlechteren
Prognose in Bezug auf das Uberleben festgestellt werden. Insgesamt gibt es jedoch
bisher nur wenige Publikationen, welche die Survivinexpression in Sarkomen mittels
Immunhistochemie untersucht haben. In einer Studie von Demir et al. wurden 65
Synovialsarkome immunhistochemisch ausgewertet, wobei sich keine signifikante

Korrelation zwischen der Uberexpression und der Prognose ergab [167]. Hingorani et
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al. konnten in Ewing Sarkomen, Survivin immunhistochemisch detektieren und eine
Korrelation zur Prognose mit einem Risiko von 6,05 (p=0,04) aufzeigen [168]. Caldas
et al. wiesen eine Uberexpression von Survivin in tber 80% von untersuchten
Rhabdomyaosarkomen nach, es lie3 sich jedoch keine statistisch signifikante Aussage
zur  Prognose herleiten [169]. Auch in Osteosarkomen wurde Survivin
immunhistochemisch untersucht. In der Untersuchung von Trieb et al. konnte eine
nukledre Expression mit einem signifikant verlangerten Uberleben assoziiert werden.
Die zytoplasmatische Expression ergab keine Korrelation [170]. Somit kbnnte Survivin
auch als positiv prognostischer Marker fungieren. Diese gegensatzlichen Aussagen
zeigen auf, wie komplex Survivin auf molekularer Ebene involviert ist. In Bezug zu
unseren Ergebnissen zeigte sich in den beiden Entitdten sogar ein additiver Effekt fur
die subzellularen Kompartimente bezuglich der negativen Prognose flur die Patienten.
Eine Mdglichkeit diesen Effekt theoretisch zu erklaren, ist die Funktionsweise von
Survivin im Zytoplasma und der Verbindung zwischen Zellteilung und Apoptose (Kern,
Zytoplasma). So entfaltet Survivin seine antiapoptotische Wirkung auch wahrend der
Zellteilung, indem es durch den maturation-promoting factor stabilisiert wird und so
gleichzeitig den Zelltod wahrend der Mitose unterdriickt [87]. Zudem kénnten additiv
verstarkend die zytoplasmatisch antiapoptotischen Signalwege gesteuert werden und
wirden dementsprechend unsere Ergebnisse stiitzen. Li et al. postulieren, dass eine
Survivinexpression im Zytoplasma fordernd auf das Zelliberleben (antiapoptotisch)
wirkt, wahrenddessen eine Expression im Kern die Zellproliferation fordert [171]. Dabei
handelt es sich aber nicht um einen quantitativen Effekt, da eine starke
zytoplasmatische Farbung nicht mit der schlechtesten Prognose assoziiert ist. Es
scheint sich eher um ein fein ausbalanciertes System zu handeln, welches
gewebsspezifisch wirkt. Anhand unserer Ergebnisse kdnnte man Survivin ein
Funktionsoptimum im moderaten Farbebereich unterstellen.

Ein weiterer Aspekt, welcher hinsichtlich der Ergebnisse nicht zu vernachlassigen ist,
ist die Anwendung des Scoring — Systems. Wir verwendeten den immunoreaktiven
Score nach Remmele und Stegner, welcher von der negativen bis hin zur starken
Farbung unterscheidet und es ermdglicht, abgestuft zwischen den verschiedenen
Farbeanteilen und Farbeintensitaten zu differenzieren. Andere Untersuchungen wie
z.B. von Demir et al. unterschieden zwischen negativen und positiven Férbungen in
den Synovialsarkomen [167]. Hingorani et al. beschrieben in Ewing Sarkomen eine
Uberexpression ab 50% Farbeanteil und verglichen diese mit einem Farbeanteil
weniger 50%. [168]. Somit sind die Aussagen und Ergebnisse der

immunhistochemischen Untersuchungen schwer vergleichbar, da sich aus den
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verschiedenen Differenzierungsmaoglichkeiten unterschiedliche Einteilungen ergeben
und es zu subjektiv unterschiedlichen Interpretationen kommen kann.

Zudem kommt dem Unterschied der SurvivinspleiBvarianten, den daraus
resultierenden Isoformen und deren subzellularen Lokalisationen mit entsprechenden
Funktionen, eine grofRe tumorbiologische Bedeutung zu [63, 64]. In unseren
Untersuchungen konnte zwischen den SpleiBvarianten immunhistochemisch nicht
differenziert werden. Insgesamt zeigt die Datenlage ein differentes tumorbiologisches
Verhalten von Survivin in den einzelnen Tumorentitdten auf. Um dies ausfuhrlicher und
besser zu verstehen, sollten molekulare Charakterisierungen von Survivin mit den
entsprechenden Funktionsmechanismen in den subzellularen Kompartimenten der
verschiedenen Tumorarten erfolgen. Hieraus kénnte sich ein Biomarker Profil fur die
jeweilige Entitdt erstellen lassen, aus dem sich dann moglicherweise neue

therapeutische Ansatze ergeben.

5.2 Carboanhydrase 9 - Expression in Synovial- und Leiomyosarkomen

Die CA9 wurde erstmals 1992 beschrieben und ist ein transmembranédres Protein mit
physiologischen Funktionen, welches sich in normalen humanen Geweben bzw. Zellen
nachweisen lasst. Aber auch in malignen Zellpopulationen findet sich haufig eine
Uberexpression des Proteins [113 — 117]. Unsere immunhistochemischen
Untersuchungen schlossen ebenfalls primar alle 50 Falle ein, da keine signifikanten
Unterschiede im membranaren Expressionsmuster fur beide Entitdten bestanden. Die
multivariate  Analyse erbrachte keine signifikanten Ergebnisse fur die
zusammengefassten Falle. Interessanterweise zeigte die Einzelanalyse fir die
Synovialsarkome eine signifikante Korrelation zum tumorspezifischen Uberleben.
Patienten mit einer schwachen Expression hatten eine deutlich schlechtere Prognose
gegenuber der Referenzgruppe, welche keine Expression der CA9 aufwies
(RR=12,731; p=0,025). Die Einzelanalyse der Leiomyosarkome ergab ein eher
umgekehrtes Bild, wobei die beste Prognose die Patientengruppe mit der schwachen
Expression und die schlechteste Prognose die Patientengruppe ohne Expression hatte
(RR=3,3; p=0,43). Leider ergab sich hierfur keine statistische Signifikanz. Durch die
Adjustierung unseres multivariaten Cox-Regressionsmodels nach klinisch relevanten
Faktoren, kann CA9 als ein unabhéangiger prognostischer Marker in Synovialsarkomen
in dieser Arbeit beschrieben werden, aber dieses Ergebnis muss in einer gréReren

unabhangigen Weichteilsarkom-Patientenkohorte tberprift werden.

54



Diskussion

Es gibt bisher wenige aussagekréftige, vor allem immunhistochemische
Untersuchungen in Weichteilsarkomen hinsichtlich der CA9-Expression und deren
Korrelationen. Maseide et al. untersuchten 47 Weichteilsarkome immunhistochemisch
auf deren CA9-Expression und konnten einen signifikanten Zusammenhang zwischen
der Uberexpression und einem schlechteren Gesamtiiberleben aufzeigen [119]. In
einer neueren Untersuchung von Smeland et al.,, welche die prognostischen
Auswirkungen von Hypoxiemarkern in 206 Weichteilsarkomen immunhistochemisch
untersuchten, konnte lediglich ein Trend hinsichtlich einer negativ assoziierten
Prognose bei CA9 Uberexpression in einer univariaten Analyse gezeigt werden [172].
Insgesamt divergieren die Ergebnisse auch fir andere Malignomarten. Kappler et al.
bestatigten die CA9 und HIF-1a Uber- bzw. Coexpression in Kopf-Hals Tumoren als
prognostisch relevant hinsichtlich des Gesamtiiberlebens [115]. Vergleichbar waren die
Ergebnisse von Eckert et al., welche immunhistochemische Untersuchungen an oralen
Plattenepithelkarzinomen durchfiihrten. Sie konnten nachweisen, dass eine niedrige
Coexpression von HIF-1a und CA9 signifikant mit einer besseren Prognose beziglich
des tumorbedingten Uberlebens einhergeht [173]. Auch in nichtkleinzelligen
Lungenkarzinomen konnte eine Uberexpression von CA9 als unabhangiger
prognostischer Marker  hinsichtlich des  Gesamtuberlebens und des
krankheitsspezifischen Uberlebens etabliert werden [174]. Demgegeniiber stehen
Ergebnisse z.B. fur klarzellige Nierenzellkarzinome, bei denen eine CA9
Uberexpression nicht als unabhangiger prognostischer Marker assoziiert ist [175].
Dartber hinaus konnten aber auch Mutationen im CA9 Gen, wie Kkirzlich far
Fibrosarkome des Knochens beschrieben, moglicherweise fir weitere Sarkomentitaten
auftreten und die CA9-Expression beeinflussen [176].

Bezuglich unserer Untersuchungen konnten wir ebenfalls heterogene bzw. divergente
Ergebnisse innerhalb der Sarkomentitdten aufzeigen, was die bisherige Datenlage
unterstiitzte. Eine weitere differenzierte Betrachtung der einzelnen Entitaten, bei
entsprechend hoheren Fallzahlen, ist sicherlich sinnvoll. So zeigt sich die CA9-
Expression in Tumoren fokal, vor allem im Bereich von Nekrosen. Dieser Aspekt ist
eng mit der Hypoxie in Tumoren und damit einhergehenden EinflussgréZen bzw.
Cofaktoren, wie z.B. Tumorgrol3e, Angiogenese und Transkriptionsfaktoren (HIF-1a)
verknipft, welche mit in die Betrachtung einflieBen sollten um entsprechende
diagnostische, therapeutische und prognostische Aussagen zu treffen [114]. So
unterscheiden sich haufig die TumorgréRen der unterschiedlichen Entitaten bei
Diagnosestellung, welche nicht Bestandteil unserer Berechnungen waren, wobei bisher
keine signifikante Korrelation zwischen Tumorgrof3e und CA9-Expression gefunden

wurde [121]. Ein weiterer Aspekt ergibt sich aus dem retrospektiven Charakter der
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Untersuchung, bei der eine in vivo - Untersuchung der Tumoren auf Hypoxie nicht
moglich war. Dies kann nur tber Elektroden bzw. spezifische Tracer unter indirekter
Darstellung durch ein PET-CT realisiert werden [177]. Daraus kdnnten sich genauere
Ergebnisse in Bezug zur tatsichlichen Hypoxie der einzelnen Entitdten herleiten
lassen. Mittlerweile gibt es im Rahmen des sog. Drug Targeting speziell entwickelte
Inhibitoren auch fir CA9, welche in klinischen Studien hinsichtlich spezifischer
Behandlungsstrategien erforscht werden [178]. Somit sollten weitere Studien zur
Bedeutung der CA9-Expression in Weichteiltumoren erfolgen, um die diagnostischen

und therapeutischen Méglichkeiten zu verbessern.

5.3 Osteopontin - Expression in Synovial- und Leiomyosarkomen

Das multifunktionale Protein Osteopontin wurde erstmals 1979 isoliert. Es wird in vielen
gesunden menschlichen Zelltypen exprimiert [134 — 136]. Eine Uberexpression findet
sich in zahlreichen Malignomen. Mittlerweile sind mehr als 30 Tumorarten bekannt, u.a.
auch Weichteiltumore, bei denen sich Assoziationen hinsichtlich der Prognose
nachweisen lassen [131, 132]. Wir werteten initial 49 Falle immunhistochemisch aus,
wobei sich keine signifikanten Assoziationen zur Prognose ergaben. In den
Einzelanalysen der Entitaten ergaben sich erstaunlicherweise fir die Synovialsarkome,
wie auch bei den CA9 Auswertungen, signifikante Assoziationen zum tumor-
spezifischen Uberleben. Die Patientengruppe mit einer negativen Expression in den
Tumoren, hatte gegenitber der Gruppe mit der schwachen Expression, die
schlechteste Prognose (RR=5,81; p=0,034). Fir die Leiomyosarkome zeigte sich,
wenn auch nicht signifikant, ein ganz anderes Ergebnis. Hier hatte die Patientengruppe
mit der moderat/starken Farbung die schlechteste Prognose gegeniber der Gruppe mit
negativen Farbungen (RR=5,1; p=0,144). Somit kdénnte OPN ein unabhéangiger
Prognosemarker in Leiomyosarkomen sein.

OPN konnte in verschiedenen Studien als prognostischer Marker identifiziert werden.
Im EinfUhrungsteil dieser Arbeit ist bereits darauf eingegangen worden. Im Folgenden
sollen reflektierend nochmals weitere Hinweise aufgefiihrt werden. Bache et al.
untersuchten 93 Weichteilsarkome auf die OPN-Expression im Serum und im
Tumorgewebe mittels ELISA-Test und konnten neben signifikanten Assoziationen
zwischen einzelnen Klinischen Parametern, einen signifikanten Zusammenhang zum
tumorbedingten Versterben finden [131]. Hahnel et al. konnten anhand der OPN —
Splicevarianten und deren Uberexpression, ebenfalls auf m-RNA Ebene, in

Weichteiltumoren eine Korrelation zur negativen Prognose nhachweisen. Sie
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untersuchten 124 Sarkome und werteten diese mittels multivariater Cox-
Regressionsanalyse aus. Dabei wiesen speziell OPN-a und OPN-b Uberexpressionen
signifikante Korrelationen zum tumorbedingten Versterben (Risikoerhéhung) auf [135].
Somit stellt OPN einen wichtigen prognostischen Faktor in Weichteilsarkomen dar.
Aber auch in anderen Tumoren konnte OPN als prognostischer Biomarker identifiziert
werden. Ying et al. untersuchten multivariat die OPN-Expression im Serum und
immunhistochemisch in 83 hepatozellularen Karzinomen (HCC). Patienten mit einer
OPN - Uberexpression in den Tumoren, hatten ein signifikant schlechteres
Gesamtiiberleben [179]. Ein @&hnliches Ergebnis konnten Rud et al. fir nicht kleinzellige
Bronchialkarzinompatienten aufzeigen. Sie untersuchten {ber 200 Karzinome
immunhistochemisch, bei denen eine starke OPN-Expression nach multivariater
Analyse mit einer signifikant schlechteren Prognose in Bezug zum Gesamtiberleben
assoziiert war [180]. In Zusammenhang mit unserer Arbeit differierten die Ergebnisse
fur die Synovialsarkome insofern, dass Patienten mit Tumoren ohne OPN-Expression
die schlechteste Prognose hatten. Fir die Leiomyosarkome zeigten sich die
Ergebnisse, wenn auch nicht signifikant, konform mit oben genannten Arbeiten, d.h
Patienten mit einer OPN — Uberexpression in ihren Tumoren, hatten die schlechteste
Prognose hinsichtlich des Gesamtiiberlebens. Eine mdgliche Erklarung hierfur, ist in
der Komplexitat der Tumorzellbiologie zu suchen, in der OPN eine wesentliche Rolle
spielt und durch bestimmte Faktoren zusatzlich beeinflusst wird. So wird OPN z.B. als
potentieller Hypoxiemarker diskutiert [136]. Die OPN-Expression unter Hypoxie
unterscheidet sich in verschiedenen Tumorzelllinien. Le et al. untersuchten sieben
verschiedene Tumorzelllinien und konnten zeigen, dass die OPN-Expression vom
Zelltyp bzw. der Zelllinie abhangig ist. Auch konnte z.B. in Kopf-Hals Tumoren eine
Assoziation zwischen einer Uberexpression bzw. hohen Plasmakonzentrationen von
OPN und stérker hypoxischen Tumorarealen nachgewiesen werden. Gleichzeitig war
diesbeziiglich eine schlechtere Prognose fur die Patienten zu verzeichnen [137]. Bache
et al. wiesen einen signifikanten Zusammenhang zwischen positiven OPN Farbungen
und einer erhdhten HIF - la Expression, sowie eine erhéhte OPN - Expression bei
niedrigem Sauerstoffpartialdruck nach [181]. Demgegenuber stehen Ergebnisse, bei
denen unter hypoxischen und anoxischen Bedingungen die OPN Level (QRT-PCR,
Westernhybridisierung) in z.B. Plattenepithelkarzinomen der Kopf/Hals Region,
Lungenkarzinomen, Glioma und kolorektalen Karzinomen nicht anstiegen bzw. sich
verringerten. Zudem zeigten die Arbeitsgruppen auf, dass die OPN-Expression von
zusatzlichen Faktoren, wie z.B. dem Glucosegehalt und dem pH — Wert, in den

Tumorzellen abhéngig ist und stellten einen moglichen Zusammenhang dar [182, 183].
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Nach Betrachtung unserer OPN Ergebnisse fiel auf, dass die Assoziationen fir die
Synovialsarkome und die Leiomyosarkome invers gegeniiber den Auswertungen fur
CA9 waren. Aufgrund der bekannten OPN Coexpression mit HIF - 1a [181], war dies
fur beide Entitaten nicht zu erwarten, zumal die CA9-Expression unter hypoxischen
Bedingungen durch akkumuliertes Hif - 1a aktiviert wird. Dies zeigte noch genauer, wie
komplex offensichtlich das Tumorzellverhalten der einzelnen Sarkomentitaten ist und
welcher zusatzliche Klarungsbedarf sich dadurch ergibt. Unter Einbeziehung der
Hypoxie, aber auch des Glucosegehaltes und des pH Wertes der Zelle in Bezug zu
OPN und weiterer Biomarker, lieBen sich moglicherweise zusétzliche Erkenntnisse

hinsichtlich des Tumorzellverhaltens gewinnen.
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6. Zusammenfassung

Sarkompatienten stellen aufgrund der Raritat der Tumoren ein besonderes
Patientengut dar. Die therapeutischen Madoglichkeiten bzw. Strategien seitens der
Chirurgie und der Onkologie, konnten aufgrund neuer wissenschaftlicher Erkenntnisse
in den letzten Jahrzehnten weiterentwickelt und verbessert werden. Die Identifizierung
und Suche von Prognosefaktoren, ist ein wichtiger Baustein der derzeitigen
onkologischen Forschung. Unter diesen Prognosefaktoren sind die Proteine Survivin,
Carboanhydrase 9 und Osteopontin wichtige Vertreter, welche in vielen Malignomen,
auch in Sarkomen bisher identifiziert wurden. Sie sind vor allem in Karzinomen, aber
noch nicht umfassend in Sarkomen untersucht wurden. Alle 3 Proteine haben
gemeinsam, dass sie mafRgeblich auf das Tumorzelliberleben Einfluss nehmen und
damit die Prognose von Krebspatienten nachweislich negativ beeinflussen kénnen.
Aufgrund von verringerten apoptotischen Potentialen durch direkte Inhibition der
Apoptose bzw. indirekte Mechanismen durch Hypoxie, zeichnen sich Tumorzellen
zudem durch eine erhdhte Resistenz gegeniber konventionellen Therapien, wie
Chemotherapie und Bestrahlung aus. In dieser Arbeit wurden die Sarkomentitaten der
Synovialsarkome und der Leiomyosarkome auf die Proteinexpression von Survivin,
CA9 und OPN immunhistochemisch untersucht. Ziel dieser Arbeit war es, in diesen
Sarkomentitaten zu  Uberprifen, ob diese Proteinmarker  unabh&dngige
Prognosefaktoren sind. Zudem gab es bisher nur wenige Studien, welche Survivin,
CA9 und OPN in Sarkomen immunhistochemisch multivariat analysiert hatten.
Untersucht wurden reprasentativ. 26 Synovial- und 24 Leiomyosarkome mittels
immunhistochemischer Farbung. Anhand des immunoreaktiven Score nach Remmele
und Stegner, erfolgte die Bewertung des Expressionsmusters der 3 Proteine und
anschlielend wurde mit verschiedenen klinisch-pathologischen Verlaufsparametern
(Tumorgrad, Tumorstadium, Resektionsgrad, Tumorlokalisation) und Uberlebensdaten,
welche umfangreich ermittelt wurden, eine statistische Analyse durchgefiihrt.

Wir konnten in dieser Arbeit die Survivin Proteinexpression (zytoplasmatisch und
nukleér) als unabhéngigen prognostischen Marker flr Synovialsarkome und fir
Leiomyosarkome identifizieren. Zudem konnten fir Synovialsarkome signifikante
Korrelationen fir CA9- und OPN-Expressionen mit dem tumor-spezifischen Uberleben
gezeigt werden, welche diese Proteinmarker ebenfalls als negative Prognosemarker

fur diese Sarkomentitat interessant machen und in den engeren Fokus bringen.
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8. Anhang

8.1 Tabellenanhang

IRS Produkt und Verteilung fir Svv Zytoplasma — Synovialsarkome/Leiomyosarkome

IRS-Produkt Synovialsarkome Leiomyosarkome Gesamt
Svv Zyto n=26 n=24 n=50
0 1 1 2
1 0 0 0
2 3 3 6
3 4 2 6
4 2 7 9
6 4 6 10
8 5 4 9
9 5 1 6
12 2 0 2

IRS Produkt und Verteilung flr Svv Kern — Synovialsarkome/Leiomyosarkome

IRS-Produkt Synovialsarkome Leiomyosarkome Gesamt
Svv Kern n=26 n=24 n=50
0 17 12 29
1 0 0 0
2 0 0 0
3 2 8 10
4 0 0 0
6 7 4 11
8 0 0 0
9 0 0 0
12 0 0 0
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IRS Produkt und Verteilung fur CA9 — Synovialsarkome/Leiomyosarkome

IRS-Produkt Synovialsarkome Leiomyosarkome Gesamt
CA9 n=26 n=24 n=50
0 10 3 13
1 1 3 4
2 3 2 5
3 4 2 6
4 3 7 10
6 4 5 9
8 0 0 0
9 1 2 3
12 0 0 0

IRS Produkt und Verteilung fir OPN — Synovialsarkome/Leiomyosarkome

IRS-Produkt Synovialsarkome Leiomyosarkome Gesamt
OPN n=26 n=23 n=49
0 14 12 26
1 1 1 2
2 2 3 5
3 5 0 5
4 1 6 7
6 3 0 3
8 0 0 0
9 0 1 1
12 0 0 0

74



Anhang

Verteilung der Tumorarten nach der Tumorcharakteristik

\ Charakteristik || Primartumoren | Rezidivtumoren Metastasen
Tumorart 34 11 5
Leiomyosarkome 24 18 3
Synovialsarkome 26 16 2

Haufigkeitsverteilung der WTS Entitaten [modif. nach [8]

WTS - Entitat Haufigkeit
Leiomyosarkom 15-25%
Liposarkome 10-15%
Pleomorphe Sarkome/NOS 15-25%
Synovialsarkome 6-10%

GIST 3-5%
Maligne periph. Nervenscheidentumoren 3-5%
Fibrosarkome 2-3%
Angiosarkome 2-3%
Rhabdomyosarkome ~2%
Endometriale Stromasarkome 1-2%
Epitheloidsarkome ~1%
Klarzellsarkome ~1%
Alveolare Weichteilsarkome ~1%
Solitare fibrése Tumoren ~1%
Desmoide / Aggresive Fibromatose <1%
Dermatofibrosarcoma protuberans <1%
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8.2 Abbildungsanhang

Bild 1: Beispiel zytoplasmatische Svv- Bild 2: Beispiel zytoplasmatische/nukleére

Farbung (Leiomyosarkom — 200x) Svv-Farbung (Synovialsarkom-200x)

Bild 3: Beispiel CA9-Farbung Bild 4: Beispiel CA9-Farbung
Zellmembran/Zytoplasma (Leiomyosarkom — Zellmembran/Zytoplasma (Synovialsarkom —
200x) 200x)

) . - /. I
Bild 5: Beispiel OPN-Farbung Zytoplasma Bild 6: Beispiel OPN-Farbung Zytoplasma
(Synovialsarkom) (Leiomyosarkom)
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9. Thesen

1. Die Identifizierung von molekularen Prognosefaktoren ist heute ein wesentlicher
Bestandteil der Tumorforschung. Prognosefaktoren erlauben es, den
Krankheitsverlauf statistisch vorherzusagen und entsprechende

Behandlungsstrategien sowie Therapieschemata weiterzuentwickeln.

2. In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von drei Proteinen, Survivin,
Carboanhydrase 9 und  Osteopontin,  immunhistochemisch in 50
Weichteilsarkomen untersucht und diese hinsichtlich einer Assoziation zum tumor-

spezifischen Uberleben statistisch analysiert.

3. Der Apoptoseinhibitor Survivin (Svv) ist in vielen Malignomen immunhistochemisch
bzw. auf mMRNA Ebene nachgewiesen worden. Eine Uberexpression ist haufig mit
einer schlechten Prognose fir die betroffenen Patienten assoziiert. Auch in
Weichteilsarkomen konnte eine Uberexpression von Survivin mittels Westernblot
und ELISA Nachweis als negativer und unabhé&ngiger Prognosemarker identifiziert

werden.

4. Die Carboanhydrase9 (CA9) wird als sogenannter Hypoxiemarker diskutiert. Eine
heterogene Expression bzw. eine Uberexpression findet sich in vielen malignen
Zellpopulationen. Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression
bzw. Coexpression mit dem Hypoxie-induziertem Faktor HIF-1la oder dem
Proliferationsmarker Ki-67 in verschiedenen Malignomen mit einer signifikant
schlechteren Prognose assoziiert ist. Bisher gibt es nur wenige Daten, welche die
Carboanhydrase 9 in Weichteilsarkomen als alleinigen prognostischen Marker

untersucht haben.

5. Das multifunktionale Glykophosphoprotein Osteopontin  (OPN) wird unter
hypoxischen Bedingungen in verschiedenen Tumoren Uberexprimiert. Dies konnte
immunhistochemisch, als auch im Plasma von Patienten nachgewiesen werden.
Die erhohten Expressionen und Konzentrationen von OPN sind mit der
Tumorprogression, einem erhéhten Metastasierungsrisiko und einer schlechteren
Prognose flir die Patienten assoziiert. Eine erhthte OPN-Expression konnte
mittels ELISA-Test in Weichteilsarkomen nachgewiesen werden und erwies sich
als negativer unabhangiger Marker beziglich des Gesamtiberlebens der

Patienten.
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10.

In  dieser Arbeit wurden 26 Synovial- und 24 Leiomyosarkome
immunhistochemisch untersucht. Hierbei handelt es sich um seltene, hochmaligne
Sarkomentitaten, welche haufig mit einer schlechten Prognose assoziiert sind. Ziel
dieser Arbeit war es, unabhéngige Prognosefaktoren in diesen Sarkomentitaten zu

identifizieren.

Der immunhistochemische Nachweis gelang fur alle 3 Antigene und wurde durch
den immunoreaktiven Score (IRS) nach Remmele und Stegner bewertet. Die

statistische Auswertung erfolgte mittels multivariater Cox-Regressionsanalyse.

Der immunhistochemische Nachweis der Survivin-Expression, sowohl nuklear als
auch zytoplasmatisch, ist signifikant mit der Prognose fiur erkrankte Patienten
assoziiert. Die Kombination der Expressionen in beiden Kompartimenten, ergab
einen additiven Effekt hinsichtlich des Risikos und einer schlechteren Prognose fir
die Patienten. Somit konnte Survivin als unabhangiger prognostischer Marker in

Synovial- und Leiomyosarkomen bestatigt werden.

Fir eine schwache CA9-Expression ergab sich eine signifikante Korrelation zur
Prognose hinsichtlich des tumorspezifischen Uberlebens in synovialen Sarkomen.
In dieser Arbeit kann CA9 als unabhangiger prognostischer Marker fiur

Synovialsarkome beschrieben werden.

Eine negative OPN-Expression war mit einer signifikant schlechteren Prognose
hinsichtlich des tumorspezifischen Uberlebens fir Synovialsarkome assoziiert.
Somit kann OPN fur diese Sarkomentitat ebenfalls als unabhangiger

prognostischer Marker in dieser Arbeit beschrieben werden.
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